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Archiv fiir Mikrobiologie 33, 1—24 (1959) 


Aus dem Hygienisch-Bakteriologischen Institut der Universitat Erlangen 


Pseudomonas fluorescens, ein Boden- und Wasserkeim 
I. Physiologie und Identifizierung 


Von 
KARL KLINGE 


Mit 3 Textabbildungen 


(Hingegangen am 27. November 1958) 


Aus zwei Griinden lenkten wir unsere Aufmerksamkeit auf die dem 
Genus Pseudomonas angehorenden Bakterien, vor allem auf Pseudomonas 
fluorescens, eine Species, die ubiquitaér vorkommt und tiber eine weit- 
gehende biochemische Aktivitit beim Abbau von Lipoiden, Fetten, 
Kohlenwasserstoffen und Proteinen verfiigt, andererseits keine An- 
spriiche an den Nahrboden stellt und auf einfachen synthetischen 
Kulturmedien wachst. s 

Knorr u. Mitarb. (1956) sehen die Ursache fiir das Versagen der 
biologischen, weitgehend durch die Funktion der Protozoen bedingten 
Sperre bei der Entkeimung des versinkenden Wassers in der Bildung 
protostatisch-protozider Substanzen durch P. fluorescens, einem typi- 
schen Tiefenkeim aller wasserdurchlassigen Bodenprofile. 

In der internationalen Literatur gewinnen diese Keime, offenbar 
infolge ihrer weiten Verbreitung, auch bei Transfusionszwischenfallen an 
Bedeutung. Wir sammeln seit lingerer Zeit Psewdomonas-Stamme, die 
aus resistierenden Infusionsfliissigkeiten als auch — bei Zwischenfallen — 
aus den Empfangern geziichtet wurden. Besonders hier ist die Frage der 
Identitat entscheidend, bevor weitgehende Schliisse mit gerichtlichem 
Nachspiel gezogen werden. 

Die Identifizierung vieler in Bercrys Manual in 148 Species dem 
Genus Pseudomonas zugeordneten Stimme ist oft unmdglich, da die 
angegebenen Eigenschaften so unzureichend und unpassend sind, daB 
man — wie Gay (1955) schreibt — eine Kultur, deren Beschriftung ver- 
lorengegangen' ist, nicht wieder erkennen kann. Nach GaBy (1955) ist die 
Schwierigkeit der Identifizierung auBerdem auf die mit wenigen Aus- 
nahmen herrschende Uneinigkeit der Untersucher iiber die Haupteigen- 
schaften der einzelnen Species zuriickzufiihren; dies gelte besonders fiir 
P. aeruginosa und P. fluorescens, wegen deren ubiquitarem Vorkommen 
man besonders Adaptations- und Dissoziationsméglichkeiten berticksich- 
tigen miisse. So gehorten die meisten unter verschiedener Bezeichnung 
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erhaltenen und von ihm untersuchten Stémme zur Species P. aeru- 
ginosa. GABY u. FREE (1953) betonen den Trimethylamingeruch, die 
Gelatineverfliissigung und die fehlende Ureaspaltung von P. aeruginosa, 
wahrend die Pigmentbildung von geringer Bedeutung sei. Sie schlieBen 
Mikroorganismen aus dieser Species aus, wenn sie einen fermentativen 
Kohlenhydratstoffwechsel (siche HucH u. Lxrrson 1953) besitzen, 
Saccharose oder Lactose spalten oder in Lackmusmilch eine saure- 
bedingte Koagulation hervorrufen. Die Erkennung der Kohlenhydrat- 
spaltung unter Saéurebildung ist jedoch abhaéngig von dem Testmedium; 
in einem auf einer Peptonbasis aufgebauten Medium ist meist nur der 
Abbau von Glucose zu erkennen, waihrend in Medien, die wenig orga- 
nischen Stickstoff und reichlich Kohlenhydrate enthalten, auch der 
Abbaunachweis von Xylose, Arabinose, Galaktose, Glycerin und Mannose 
moglich ist. Rrngen u. Drake (1952) sowie HucH-u. Lerrson (1953) 
haben derartige Medien angegeben, mit denen RINGEN u. DRAKE (1952) 
keinen Unterschied in dem Kohlenhydratabbau zwischen mehreren 
P. aeruginosa-Stéimmen und einem P. fluorescens-Stamm feststellen 
konnten. Die von Haynzs (1951) angegebene Oxydation von Kalium- 
gluconat halt Gasy (1955) fir uncharakteristisch, da auch Proteus- 
Stéimme diese Oxydation durchfihren. 

Wahrend Gasy (1955) Stellung zur Identifizierung von P. aeruginosa 
genommen hat, berichten wir tiber die Physiologie und Identifizierung 
von P. fluorescens und heben besonders die Merkmale hervor, die eine 
Unterscheidung von P. aeruginosa und P. putida erméglichen. 

Fir die Bestimmung typischer Eigenschaften ist es besonders wichtig, 
den Bakterien optimale Verhaltnisse zur Ausbildung solcher Eigen- 
schaften zu bieten und optimale Methoden zum Nachweis zu verwenden, 
eine Forderung, die oft unbewuBt bei der Untersuchung von Pseudo- 
monas-Stémmen tibersehen wird. Wir besprechen daher nur diejenigen 
Higenschaften ausfiihrlich, die unter Vernachlaissigung optimaler Be- 
dingungen zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihren kénnen. 


Morphologie 

Die Koloniemorphologie von P. fluorescens und P. putida weist keine 
charakteristischen Eigenschaften auf; beide Species wachsen als runde, 
glatte, konvex erhabene Kolonien. Rauhformen werden gelegentlich 
beobachtet; sie wurden friiher (KLINGE 1957b) besonders ausgepragt 
auf Tween 80-haltigem Agar gesehen. Wesentlich weniger wurden 
Riesenkolonien angetroffen, die sich schleimig und verzweigt auf dem 
Nahrboden ausbreiten (Abb.1). Sie wurden erstmals in unserem Institut 
von RomMFELD (1956) beschrieben und treten bei verschiedenen Stammen 
auf; jedoch war diese Wuchsform nicht konstant. Wir teilen nicht die 
Ansicht von BorNsIDE u. RicHaRDSON (1958), die ebenfalls solche ,,giant 
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colonies‘ beobachteten, daB es sich um eine eigene Species (P. myxo- 
genes) handelt; denn bei ihnen wie bei uns war diese Wuchsform, nicht 
konstant. Auch wir konnten die Bedingungen fiir die Entstehung der 
schleimigen Wuchsform nicht analysieren; sie trat bei verschiedenen 
Temperaturen (4—22°) und auf verschiedenen Nahrmedien (Nahragar, 
Blutagar, Eigelbagar, Gelatineagar) auf; eine Phageninfektion bleibt zu 
diskutieren. 

Auf die drei Kolonieformen von P. aeruginosa wird hier nicht ein- 
gegangen, da sie ausfiihrlich von GaBy (1946, 1955) dargestellt sind. 


a b 


Abb.1. Pseudomonas fluorescens (Stamm R 20). Schleimige Riesenkolonie, a auf Blutagar 
und b auf Higelbagar nach 24 Std Bebriitung bei 22° C 


Die Zellmorphologie bot insofern einen Unterschied zwischen den 
Pseudomonas-Species, als P. fluorescens und P. putida regelmabig in 
nach Lxerrson gefirbten Praparaten 2—5 polare Geifeln besaBen, 
wahrend P. aeruginosa nur eine polare Gei8el aufwies. Diese Feststellung 
stimmt mit der von BurcKHARDT (1917) getroffenen mit der Ausnahme 
von P. putida iiberein, bei der er unipolare Geifelbiischel fand. Auch Hem 
(1922) gibt fiir P. flworescens mehrere GeiBeln, fir P. aeruginosa eine 
GeiBel an. Wie kiirzlich KOHLER (1957/58) beschrieb Gapy friiher (1955) 
P. aeruginosa mit einer bis mehreren GeiBeln; spater hebt er jedoch die 
monotriche BegeiBelung als typisch hervor (GaBy u. Hapiey 1957). 
Elektronenoptische Aufnahmen (Abb. 2)? bestatigten unsere in gefarbten 
GeiBeldarstellungen erhobenen Befunde. Ahnlich wie bei P. fluorescens 
eine Aufteilung der einzelnen GeiSeln erkennbar ist, haben wir auch bei 
P. aeruginosa eine Aufsplitterung der einzigen GeiBel elektronenmikro- 
skopisch beobachtet, die unter Umstanden vielleicht eine mehrfache 
BegeiBelung vortauschen kénnte. 


1 Die elektronenoptischen Aufnahmen wurden in unserem Institut freundlicher- 


weise von Herrn Dr. L. BAvER gemacht. 
1* 
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Oxydase-Reaktion 


Es war sehr wertvoll, daB Gasy u. Hapiey (1957) wieder auf die positive 
wapt-Reaktion durch P. aeruginosa hingewiesen haben, eine Reaktion, 
die die Unterscheidung der Pseudomonas-Stamme von den meisten gram- 
negativen, stabformigen, nicht sporenbildenden Bakterien ermoglicht. 


Die Reaktion beruht auf 
der Oxydation von Dimethyl- 
paraphenylendiamin in Gegen- 
wart molekularen Sauerstoffes 
und von Cytochrom ¢ durch die 
Cytochromoxydase und der 
nach Zugabe von a-Naphthol 
folgenden Bildung von Indo- 
phenolblau; KCN _ verhindert 
die Oxydation. Die Anwendung 
dieser Reaktion geht auf Enr- 
LicH (1884) zuriick und wurde 
friihzeitig in der Bakteriologie 
3 '~——s verwendet. Drerricw u. Liz- 
eS __ BERMEISTER (1902) lokalisierten 
a8 : | __O,-iibertragende Kérnchen in 
e Bo eae es Milzbrandbazillen. | Wahrend 

Saeea ScHunrze (1910) und spater 

*: Kramer (1912) die fiir die 

a Bakterien toxischen Reagentien 

Y a dem Agar zusetzten, auf dem 
Fs die Bakterien in groBen Mengen 
ausgestrichen wurden und im 

positiven Falle sich nach weni- 

lee gen Minuten blau farbten, tiber- 
gr goB8 Lorne (1929) auf Agar 
gewachsene Kulturen mit den 

ao Testlosungen. FREI, RrEDMUL- 

: LER u. ALMASY (1934) fiihrten 

die NapI-Reaktion quantitativ 

durch. Da beide Methoden die 

Abtétung der Bakterien zur 

b Folge hatten, verwendeten 

Abb.2. Elektronenoptische Darstellung von P.jlworescens pornos pmemaiass ng 
(a) und P. aeruginosa (b). Strahlspannung 60 KV, Elek- ©!© Dimethylparaphenylendi- 
tronenoptisch, a 9800; b 4850x. GesamtvergréBerung, aminlosung, mit der sie die 
a 19600 x ; b 9700 x Kolonien tibergieBen, den Aus- 

fall der Reaktion erkennen und 

dann noch lebende Bakterien fiir die Subkultur abimpfen konnten; dies ist die be- 
kannte Ausfithrung der Oxydase-Reaktion. Kovacs (1956) hielt die Reaktion fiir emp- 
findlicher, wenn er Filterpapier mit Tetramethylparaphenylendiamin trankte und 
darauf die Bakterien ausstrich. Infolge der verschiedenen Nachweismethoden sind 
die Angaben der Untersucher iiber den Reaktionsausfall bei einigen Bakterien 
(B. prodigiosum, S. typhi, Alcaligenes, Mycobakterien, aerobe Sporenbildner) unter- 


schiedlich ; alle Untersucher fanden jedoch eine positive Reaktion bei Pseudomonas-, 
Brucella-, Neisseria- und bei V.cholerae-Stammen. 


> 
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Da die Oxydation und Blaufarbung zellstandig ist, mu8 eine aus- 
reichende Zellzahl vorhanden sein, die in 24—36 Std bebriiteten Kulturen 
gegeben ist. Zu 4,5 ml Bouillonkultur (ohne Zuckerzusatz) wurden nach 
den Angaben von Gasy u. Hapiey (1957) 0,2 ml 1°/) waBriger (frischer) 
Dimethyl-paraphenylendiaminhydrochlorid-Lésung und 0,3 ml 19), 
#-Naphthol in 95°/, Athanol gegeben und gut durchgeschiittelt (Sauer- 
stoffzutritt). Gapy u. Hapiey (1957) verwendeten das hier nicht erhalt- 
liche Oxalat. Die Blaufarbung (= positive Reaktion) tritt nach wenigen 
Sekunden bis Minuten bei Pseudomonas-, Brucella- und V. cholerae- 
Stammen ein. Eine negative Reaktion ergab sich mit Micrococcus-, Sal- 
monella-, Klebsiella-, Serratia-, Alcaligenes- und E.coli-Stammen. Unter 
Verwendung der Methode von Kovacs (1956) haben wir mit Dimethyl- 
und Tetramethyl-paraphenylendiaminhydrochlorid die gleichen Ergeb- 
nisse erhalten; doch boten einige NADI-negativen Stémme (8S. typha, 
Alcaligenes, Sarcina) unregelmiBige Reaktionen. Wir raten daher von 
dieser Methodik ab (siehe auch Gaby u. FREE 1958). Die von uns unter- 
suchten P. aeruginosa-, P. flworescens- und P. putida-Stamme gaben 
regelmaBig eine positive NaDI-Reaktion; eine Speciesunterscheidung 
ist damit jedoch unméglich. 


Aerobes Wachstum 


Hinsichtlich ihres vom Sauerstoffgehalt der Luft beeinflu&ten Wachs- 
tums werden die Bakterien empirisch in aerobe, fakultativ anaerobe, 
mikroaerophile und strikt anaerobe eingeteilt, deren physiologische 
Grenzen nicht immer deutlich gezogen sind, da auBer dem O,-Gehalt der 
Luft dem Redoxpotential und der Zusammensetzung des Nahrmediums 
eine ebenso bedeutende Rolle zukommt wie der Fermentausriistung der 
Bakterien fiir den aeroben oder anaeroben Stoffwechsel; KNO, kann 
wie O, als H,-Acceptor dienen (Fucus 1956). 

P. fluorescens, P. putida und P. aeruginosa gehéren zu den strikt 
aeroben Bakterien, deren strikte Aerobie nicht durch ein Wachstum 
unter allen Verhaltnissen ausgeschlossen werden kann, die fur die 
Ziichtung strikt anaerober Keime geeignet sind. Wahrend bei der 
Ziichtung strikt anaerober Keime meist die konzentrationsabhangige 
Sauerstoffempfindlichkeit beriicksichtigt wird, ist fir das Wachstum 
strikt aerober Keime lediglich die Gegenwart des Sauerstoffes ent- 
scheidend. So ist z.B. im anaeroben Ziichtungsverfahren nach FoRTNER 
in Gegenwart von Serratia marcescens P. aeruginosa lingst gewachsen, 
wenn die fiir die Clostridienziichtung notwendige niedrige O,-Spannung 
noch gar nicht erreicht ist. Nur so ist es zu verstehen, wenn KOHLER 
(1957/58) P. aeruginosa als aerob und anaerob wachsend bezeichnet. 

Wir haben P. fluorescens, P. putida und P.aeruginosa aus 24Std lang 
bebriiteten Bouillonkulturen in Hochschichtagar von 45° geimpft und 
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sofort abgekiihlt. Nach der Bebriitung war das Wachstum nur an der 
Oberflache erkennbar. Frisch aufgekochter und auf 20° abgekiihlter 
halbfester (0,3°/,) Agar erméglicht nach Beimpfung, Paraffinverschlu8 
und Bebriitung wenn tiberhaupt, dann nur ein ganz geringes Wachstum. 


Oxydativer Kohlenhydratabbau 


AuBer durch die Oxydasereaktion und das strikte aerobe Wachstum sind 
P. fluorescens, P. putida und P. aeruginosa auch durch den oxydativen 
Kohlenhydratabbau gekennzeichnet. Sie bauen die Kohlenhydrate nicht 
nach dem glykolytischen Embden-Meyerhof-Schema ab (GUNSALUS, 
HoreEcKER u. Woop 1955), sondern oxydieren sie ohne direkte Phos- 
phorylierung. Glucose wird also nicht phosphoryliert und in zwei 
Triosemolekiile zerlegt, sondern durch Oxydation der Aldehydgruppe zu 
Gluconséure und weiter zu 2-Ketogluconsdure oxydiert. 


In manometrischen Versuchen mit getrockneten Zellen (STOKES u. CAMPBELL 
1950) und mit Zellextrakten (CLARIDGE u. WERKMAN 1954) von P. aeruginosa wurde 
gezeigt, daB 2-Ketogluconsiure aus Glucose entsteht und daf kein weiterer Abbau 
stattfindet. Beliiftete, in einem nicht-synthetischen 10°/, Glucose enthaltenden 
Nahrmedium gewachsene Kulturen von P. fluorescens hatten nach 8 Tagen Be- 
briitung bei 30° 67—88°/, der Glucose zu 2-Ketogluconsaure, als einziger nachweis- 
baren Saure, abgebaut (Lockwoop, TABENKIN u. WarD 1941). Ebenso oxydierte 
P. fluorescens t-Arabinose, D-Xylose und D-Ribose, jedoch nicht p-Arabinose zu den 
entsprechenden Sauren, womit eine Ahnlichkeit im Kohlenhydratabbau mit 
Acetobacter zum Ausdruck kam (Lockwoop u. Newson 1946). Aus ihren Versuchen 
mit Zellsuspensionen schlossen ENTNER u. STANTER (1951), daB die Oxydation von 
Glucose zu Gluconsaure durch konstitutive, die weitere Oxydation zu 2-Ketoglucon- 
siure durch adaptative Enzyme vor sich gehe. Doch scheint dieser Weg des Glucose- 
abbaus nicht der einzige zu sein. Woop u. SCHWERDT (1953, 1954) zeigten, daB 
durch Ultraschallbehandlung gewonnene Extrakte aus P. flworescens Glucose auBer 
dem zu 2-Ketogluconat fiihrenden Abbau noch iiber einen anderen, infolge der 
Hemmung durch 75°/, Sattigung mit Ammoniumsulfat oder durch Lésung in 
Tris-(Aminomethan)-Puffer sogar von dem ersten trennbaren Abbaumechanismus 
verfiigen, da auch Glucose-1-Phosphat, Fructose-6-Phosphat, 6-Phosphogluconat 
und Ribose-5-Phosphat mit gleicher Geschwindigkeit oxydiert wurden. In einer 
Zusammenfassung kommen GuNSALUS, HORECKER u. Woop (1955) zu dem Ergeb- 
nis, dafi Glucose ent weder zu 2-Ketogluconat und — nach Phosphorylierung durch 
2-Ketoglucokinase zu 2-Keto-6-phosphogluconat — zu Pyruvat auf unbekannte 
Weise abgebaut wird oder iiber 6-Phosphogluconat zu Pyruvat und Triosephosphat 
gespalten wird. An 3 P. fluorescens- und 2 P. aeruginosa-Stammen — sie bildeten 
alle Saure aus Mannit und Glycerin, wahrend ein P. flworescens-Stamm auBerdem 
noch aus Sorbit und Meso-Inosit Saiure produzierte — zeigten SrBEK u. Ranp- 
LES (1952), daB auch der Mannit- bzw. Sorbitabbau tiber Fructose und Glucose zu 
2-Ketogluconat ohne Phosphorylierung verlauft. 


P. aeruginosa und — wie wir aus dem oben Gesagten schlieBen 
kénnen — auch P. fluorescens und P. putida gehdren zusammen mit den 
kohJenhydratespaltenden B. anitratum, Morazxella lwoffi var. gluci- 
dolytica, Diplococcus mucosus (VILLECOURT u. JACOBELLI 1954) in die 
gleiche Gruppe, die Hucu u. Lerrson (1953) im Gegensatz zu den 
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Fermentierern und den unter B. anitratum etc. beschriebenen Kohlen- 
hydrate nicht spaltenden, von KiincE (1958a) als Alcaligenes bezeich- 
neten Stimmen, als ,,Oxidizer“ bezeichneten. Sie wachsen und oxydie- 
ren Kohlenhydrate nur unter Sauerstoffzutritt und bilden kein Gas 
(anaerogen). 

Dieser oxydative Kohlenhydratabbau fihrt nun zu einer geringeren 
Aciditat, so daB man reichlich Kohlenhydrate und wenig organischen 
Stickstoff anbieten mu8, um die Saurebildung zu erkennen. 

Wir haben die aerobe Oxydation von Glucose nach der von HuGH u. 
Lerrson (1953) angegebenen Technik fir P. aeruginosa bestatigt und 
auch fiir P. fluorescens und P. putida festgestellt (Tab.1). Dazu wurde 
das Medium (Pepton, tryptisch verdaut, Merck 0,2°/); NaCl 0,59; 
KH,PO, 0,03°/,; Kohlenhydrat 1,0°/,; Agar 0,3°/); Bromthymolblau 
0,003°/,; pu 7,1) in einer Héhe von 4 cm in Réhrchen von 1 cm @ ab- 
gefiillt und nach zweimaliger Erhitzung im Dampftopf fiir 30 min an 
zwei aufeinanderfolgenden Tagen beimpft. Die eine Serie wurde nach der 
Beimpfung mit sterilem Paraffin iiberschichtet, die andere blieb offen. 
Die Bebriitung von P. aeruginosa erfolgte bei 37°, die von P. fluorescens 
und P. putida bei 22°. Alle Kulturen wurden 14 Tage lang beobachtet. 


Tabelle 1. Sdurebildung durch P. aeruginosa, P. fluorescens und P. putida 
in 1°/, Glucose enthaltendem Medium nach 24 Std Bebriitung 


: Zahl Bebriitungs- Saurebildung aus Glucose 
Species der Stimme temperatur 
offent | bedeckt?* 
| 
EP ERUOTESCENS:. jot. « 27 22° + | = 
RAUL e ae. She 2) ee 6 papa + | = 
P.aeruginosa. ... . 15 Sie + | _ 


1 offen = ohne, bedeckt = mit Paraffinitiberschichtung. 


Peptonfreie synthetische Nahrmedien mit den zu priifenden Kohlenhydraten als 
einziger C- Quelle, die Srern, WEAVER u. SCHERAGO (1942) vorgeschlagen hatten und 
von ELRop u. Braun (1942) sowie von Satvrn u. Lewis (1946) — allerdings ohne 
Angabe der N- Quelle — verwendet wurden, scheinen ungeeignet, da einige Kohlen- 
hydrate als einzige Kohlenstoffquelle mit Ammoniumsulfat als einziger Stickstoff- 
quelle nicht angegriffen wurden, wie es Liu (1952) an Arabinose, Xylose, Rhamnose 
und Mannit gezeigt hat. Andererseits sind sich alle Untersucher einig, daB in den 
iiblichen Medien mit 1°/, Pepton und 1°/, Kohlenhydrat die Saurebildung — wenn 
auch in unterschiedlichem Ausma$ — durch die alkalischen Spaltprodukte verdeckt 
wird; eine solche Verdeckung des Glucoseabbaus fanden BunpmrR u. LEVINE (1942) 
bei 35°/, der untersuchten Pseudomonas-Stamme. Wir fanden auch die von Herrn 
Dr. Dr. W. Kouter, Jena, freundlichst tiberlassenen P.aeruginosa-Stamme, die in 
Glucose-Bouillon bzw. in Glucose-Peptonwasser keine Saurebildung erkennen 
lieBen, in unserem Glucose-Medium als Saurebildner. Der 6fter durchgefiihrte Zu- 
satz von 10°/, Kohlenhydrat scheidet aus finanziellen Griinden als Routinemethode 
aus. 


8 Karu Kuince: 


Wir haben die Kohlenhydrat- und Alkoholspaltung in dem von Hucu 
u. Lerrson (1953) angegebenen Medium untersucht. Wegen der geringen 
Saurebildung aus den Alkoholen haben wir den Gehalt der Testsubstanzen 
auf 2°/, erhdht und spater den Peptongehalt auf 0,1°/, erniedrigt. Die 
Ergebnisse bei Zusatz von 1°/, und 2°/, Testsubstanz waren qualitativ 
identisch; die Saiurebildung war in der héheren Konzentration starker. — 
Man kann auch, einer personlichen Mitteilung von Liv folgend, zusatzlich 
den Agargehalt so erhéhen, daB die Medien als Schragagar verwendet 
werden kénnen; somit wird ein gréBerer Sauerstoffzutritt erméglicht. 
Diese Methode halten wir fiir die beste. — Der saurebedingte Indicator- 
umschlag trat nach 24 Std Bebriitung im Hochschichtagar an der 
Oberflache auf und erfaBte nach 2—4 Tagen das halbe oder das ganze 
Rohrchen. Die Saéurebildung aus den Alkoholen, Rhamnose und Trehalose 
war geringer und zeigte sich meist nur in der oberen Halfte. Grundsatz- 
lich wurden alle Medien 14 Tage beobachtet. Die erhaltenen Ergebnisse 
sind in Tab.2 dargestellt. 


Tabelle 2. Sdurebildung aus Glycosiden, Alkoholen und Kohlenhydraten 
durch P. fluorescens, P. putida und P. aeruginosa 


Species P. fluorescens P. putida P. aeruginosa 

Zahl der Stiimme 27 6 15 
Mannose: “icca. 4c. species Saar ane 27 6 15 
Glu GOs eiviin. igen ey ae OA 6 | ls 
Galaktose? wai 5eeet eee 27 6 15 
DRRU CLOSE ist algasay Ue ea aimcamailiomels | 27* 6* 15* 
AT ADINOSO te: teat ee iy 27 6 15 
EX VIOSO la ls xa): eikew i hay ae ae 27 6 15 
IVE amb oe ee. gee yu e, eon ee 27% 6* 1d * 
Glycerin’, Bape: cts, “eee ae mera 27* 6* | 15* 
re h a loses. u st) kn “fe eee 14* 5* 14* 
(HOS Hiab "dae hla ty > hr Mens eee eae 17* 4* 0 
HF SMT OR Cas ytd vi ccod ees date aes 225 ie 0 
Sdoliee kee ee ewe st sen. 19* 5* 0 
DACCHATOSCH Uk wise Heated SA ek 14** Qs* 0 
MENG cto a ae ae MC Qe 0 0 0 
IR OUOR OIE wpe oie Ney tet ul Malte ne eee , 0) 0 0 
IBSEN he, | eee es a ee ee ee eee eee 0 0 0 
INGUIN. ASR eee eee te eed ek eee aie 0 0 0 
LSE iKoha ew yh Tonge ee CS EN Be ame oe te 0 0 0) 


* Geringe oder spate Saurebildung. 
** Bilden Laevan aus Saccharose. 


Alle P. putida- und P. fluorescens-Stamme bildeten Saure aus Glucose, 
Mannose, Galaktose, Fructose, Mannit, Arabinose, Xylose und Glycerin, 
der groBte Teil aus Trehalose, Inosit, Rhamnose und Sorbit. P. aeru- 
ginosa griff von diesen Substanzen Inosit, Rhamnose und Sorbit nicht an. 
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Keiner dieser Pseudomonas-Stamme bildete Saure aus Maltose, Lactose, 
Dulcit, Adonit und Salicin. Die nach Gasy (1955) fiir P. aeruginosa 
typische Higenschaft, das Fehlen der Saurebildung aus Saccharose, fand 
sich bei allen Stémmen mit Ausnahme von 16, die aus Saccharose Laevan 
bildeten (KiLINGE 1958b). Die in der Saccharose enthaltene Fructose 
wird zu Laevan synthetisiert und die dabei freigewordene Dextrose steht 
zur Verfiigung. Man kann also Staémme, die aus Saccharose Saure 
bilden, nicht ohne Priifung der Polysaccharidsynthese aus den hier 
untersuchten Species ausschlieBen. 


Pigmentbildung 


Die Pigmente, nach denen P. fluorescens und P. aeruginosa (friiher 
B. pyocyaneum) benannt wurden, werden nicht auf allen Nahrmedien 
gebildet. Dies gilt besonders fiir Pyocyanin, dessen Bildung durch 
Phosphate gehemmt wird. Kina, Warp u. Raney (1954) haben Nahr- 
medien entwickelt, die eine optimale Pigmentbildung gewahrleisten ; wir 
haben diese Medien fiir die hier gebraéuchlichen Peptone modifiziert : 


Pyocyanin-Medium Fluorescin-Medium 

Pepton aus Fleisch, tryp- Pepton aus Fleisch, tryp- 
tisch verdaut (MERCK) 2,0 tisch verdaut (MERCK) . 4,0¢ 

Giyceninieegctwcus- Or ekat tna 2,0¢ GY COTIN, seaceicis We Keine 2,0 ¢ 

Ke S@Panhydry* =.) G2 2,0 g K,HPO; anhydr.). 0,3 g 

INKRC Reece, 6 cere 0,7 g Mo SO a7 EL O) ewe aioe 0,3 g 

irae yr ea.) OO Onan LEO 6) saw 1 Eee LCC aral| 

Zu gleichen Teilen mischen mit 3°/) Zu gleichen Teilen mischen mit 3°/) 
fliissigem Agar. fliissigem Agar. 

Kinstellen auf px 7,2. Zu 5 ml ab- Einstellen auf pa 7,2. Zu 5ml ab- 
filllen. 15min bei 120°C autokla- fiillen. An zwei aufeinander folgenden 
vieren. Als Schragagar erstarren Tagen 30 min im Dampftopf erhitzen 
lassen. und als Schragagar erstarren lassen. 


9,0 g griindlich gewaschener und getrockneter Agar wird in 300 ml H,O (30 min bei 
120° C) autoklaviert und nach Abkiihlen auf 60° C durch Watte filtriert. 


Nach 48 Std Bebriitung von P. fluorescens und P. putida bei 22° und 
von P. aeruginosa bei 37° lieBen sich Pyocyanin bzw. Fluorescin gut 
nachweisen. Wahrend das Fluorescin-Medium gelb-griin gefarbt ist, wird 
das Pyocyanin-Medium blau-griin oder rotbraun (Pyorubrin). Pyocyanin 
wurde mit Chloroform extrahiert und als roter Farbstoff in die salzsaure 
wiBrige Phase iiberfiihrt; Fluorescin wird durch die griine Fluorescenz 
identifiziert. Wir verwenden eine Analysenlampe (Typ. 8 500, Quarz- 
lampengesellschaft, Hanau), die eine maximale Strahlung bei 366 mu 
emittiert. Damit lassen sich auch Spuren von Fluorescin nachweisen. 

Stimme, die auf verschieden zusammengesetzten anderen Medien 
kaum oder kein Pyocyanin oder Fluorescein erkennen lieBen, bildeten 
hier groBe Mengen. Viel Miihe und andere Hilfsmittel besonders fiir die 


10 Karu Kiince: 


Diagnostik von P. aeruginosa lassen sich durch die Verwendung dieser 
Medien ersparen. Wir haben nur einen nicht-pyocyaninbildenden Stamm 
gefunden}. Dagegen verfiigen wir iiber P. fluorescens-Stamme, die auch 
auf dem fir die Pigmentbildung giinstigen Fluorescin-Medium kein 
Fluorescin bilden. Wir erhielten kiirzlich einen Pseudomonas-Stamm zur 
Bestimmung, der aus einer Mischung pigmentbildender und _nicht- 
pigmentbildender Individuen bestand, deren biochemische Eigenschaften 
untereinander und mit denen unserer P. flworescens-Staémme identisch 
sind. Es ist bekannt, daB P. aeruginosa- und P. fluorescens-Stamme 
nach Weiterziichtung in verschiedenen Naihrmedien die Pigmentbildung 
verlieren kénnen, wortiber im TopLEY-WILSoNn (1955) eingehend berichtet 
wird; daher mi&t Gapy (1955) dem Fehlen der Pigmentbildung keine 
besondere Bedeutung zu. ; 

SaBouRAuDs Maltose-Agar soll nach MarTINEAU u. FoRGET (1958) ein weiteres 
zum Pyocyaninnachweis geeignetes Medium sein, wenn es Proteose-Pepton oder 
Neopepton enthalt; Glucose, Galaktose und Arabinose waren als Kohlenhydrat- 
quelle ungeeignet. Auch hier wird die hemmende Wirkung der Phosphate auf die 
Pyocyaninbildung durch Verwendung phosphatarmer Peptone und durch das 
Fehlen eines Phosphatzusatzes ausgeschlossen. Ein fliissiges, gleichzeitig zur An- 


reicherung dienendes synthetisches Medium empfehlen RINGEN u. DRAKE (1952), 
in dem nur Mannit, Glycerin und Fructose die Pigmentbildung forderten. 


Bestimmung der Wachstums-Temperatur-Grenzen 


Es ist allgemein anerkannt, daB P. fluorescens und P. putida im 
Bereich von 0—37° mit einem Optimum von ungefahr 25° und P. aeru- 
ginosa im Bereich von 5—42° mit einem Optimum bei ungefahr 
37° wachsen (TopLEy-WiLson 1955). Es wird aber selten angegeben, wie 
das Wachstum bei verschiedenen Temperaturen gepriift wurde. Die 
Methode der Wachstumspriifung ist aber fiir die Bestimmung des 
Wachstums bei einer bestimmten Temperatur besonders dann wichtig, 
wenn daraus diagnostische Schliisse gezogen werden, die bei der Unter- 
scheidung von P. fluorescens und P. putida einerseits und P. aeruginosa 
andererseits entscheidend sind. Feste Nahrmedien und die Bebriitung im 
Brutschrank sind fiir die Bestimmung ungeeignet, da die Zeit der 
Temperaturaquilibrierung zu lange ist. Im ,,Manual of Methods for Pure 
Culture Study of Bacteria‘‘ wurde daher bereits gefordert, die Bestimmung 
der optimalen Wachstumstemperatur mit 5° Intervallen zu priifen und 
den benutzten Nahrboden (Zusammensetzung ; fest oder fliissig) ebenfalls 
anzugeben. 


Wir haben die Angleichung der Temperatur des Nahrmediums an die der Um- 
gebung thermoelektrisch mit dem Multiflex-Galvanometer (Dr. B. Lange, Berlin) 

* Die von Herrn Dr. Dr. W. K6uxEr freundlichst tiberlassenen apyocyanogenen 
Stamme bildeten mit einer Ausnahme auf diesem Medium Pyocyanin; einer der 
pyocyaninbildenden Stamme bildete auSerdem vorwiegend Pyorubrin. 
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photographisch registriert. Zuerst wurde die Temperatur der Luft im Brutschrank 
bzw. des Wassers im Wasserbad 15 min lang gemessen. Dann wurden die Thermo- 
elemente in mit 6,0 ml Bouillon gefiillte Reagensglaiser (@ 1,5 cm) frei eingehingt 
bzw. auf der Oberflache des Nahragars nach Durchstechen des Agars fixiert. Die 
Temperatur der Nahrmedien wahrend des Aufenthaltes bei Zimmertemperatur 
wurde fiir weitere 15 min gemessen. AnschlieBend kamen die Nahrmedien mit den 
darin bzw. darauf befindlichen Thermoelementen in das Wasserbad bzw. den Brut- 
schrank. 


O50 0 I 30 45 ~=6Omin a Std. J 
OSI 


Abb.3. Temperaturangleich von Néihrmedien nach Hinstellen im Wasserbad und Brutschrank. 
a@ Bouillon; Wasserbad; b Bouillon; Brutschrank; c Agar in Petrischale; Brutschrank 


Die gewiinschte am Thermometer des Wasserbades oder des Brut- 
schrankes abgelesene Temperatur wurde in Bouillonréhrchen, die im 
Wasserbad eingestellt wurden, nach 8 min, auf Agarplatten, die in das 
untere Drittel des Brutschrankes gestellt wurden, erst nach tiber 3 Std 
erreicht; dabei entsprach die erreichte Temperatur noch nicht der am 
Thermometer des Brutschrankes angezeigten (Abb.3, Tab.3)!. 


Tabelle 3. Temperaturangleich von Nahrbouillon und Nahragar im Wasserbad und im 
Brutschrank 


End- Temperaturangleich 


Ausgangs- 


Nahrmedi Bebriitung po. tem- 3 A 
ahrmedium e temperatur 'peratur| °C | in Min. |° o/Min. | ly 
ae ee eal de ar eee ee ea 
Nahragar Brutschrank 22,0 35,8 | 13,8 |180,0 | 0,077 3,71 
Bouillon Brutschrank 24,5 35,7 | 11,2 | 77,5 | 0,145 7,00 
Bouillon Wasserbad 21,0 36,55) 15,5 7,5 | 2,067 | 100,00 


Ein weiterer zu beachtender Faktor ist die Menge der Bakterien- 
einsaat, die bei der tiblichen Verimpfung von festen Nahrmedien mit der 
Ose recht erheblich ist. Wir haben sehr unregelmafige Ergebnisse mit 
P. flworescens-Kulturen erhalten, die wir von 24 Std lang bebriiteten Agar- 
kulturen auf Schrigagar geimpft und dann bei 37° bebriitet haben. Wir 


1 Herr Dr. Dr. W. Grar fiihrte freundlicherweise die Messung durch. 
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fiihren das Wachstum einzelner Stémme — abgesehen von einem von 
Stamm zu Stamm schwankenden Temperaturoptimum, das immer unter 
37° liegt — auf Bakterienaggregate zuriick, die in festen und flissigen 
Niahrmedien auftreten und sich nach Impfung in fliissigen Nahrmedien 
bereits makroskopisch auflésen. Wir verdiinnen daher 0,05 ml einer 
24 Std bei 22° gewachsenen Bouillonkultur mit 4,95 ml Bouillon (Ver- 
diimnung 1 : 100) und impfen davon 0,1 ml in 5,0 ml Bouillon, die bei der 
zu testenden Temperatur 30 min vorher eingestellt war. Unter diesen 
Bedingungen wachsen P. fluorescens-Stémme niemals bei 37° (Beob- 
achtungszeit: 5 Tage), dagegen alle P. aeruginosa-Stamme innerhalb 
24 Std bei 42°. Die Hinsaatmenge betrug 103—104 Bakterien. Wir 
halten es fiir notwendig, fiir die EKinsaat kleine Bakterienmengen aus 
fliissigen Kulturen (gleichmaBigere Verteilung) und fiir die Bebriitung 
fliissige Nahrmedien (Auflésung der Aggregate) zu verwenden, die vor 
der Beimpfung mindestens 15—30 min zum Temperaturangleich im 
Wasserbad eingestellt werden miissen. Nur so ist es méglich, tiber das 
Wachstumsvermégen der Bakterien bei einer bestimmten Temperatur 
eine Aussage zu machen. Diese Ergebnisse finden eine Bestaétigung durch 
InerAHAM (1958), der in synchron wachsenden Kulturen die Generations- 
zeit von P. fluorescens bei 32° mit 51 min und von P. aeruginosa bei 
40° mit 22 min am kitirzesten fand; P. fluorescens wuchs nicht mehr bei 
36° und P. aeruginosa nicht mehr bei 46°. — Ebenso zeigten Abtétungs- 
versuche, die im Wasserbad bei 37° unter den angefiihrten Bedingungen 
durchgefiihrt wurden, daB 24 Std alte P. flworescens-Bouillonkulturen in 
der Verdiinnung 1:100 nach spatestens 24 Std, in der Verdiinnung 1:5 
nach spatestens 48 Std getétet sind. 


Wirkung von antibakteriellen kationischen Substanzen 


Kine andere Methode zur Unterscheidung von P. fluorescens und 
P. putida einerseits und P. aeruginosa andererseits, die sich ebenfalls 
der verschiedenen Wachstumstemperatur-Optima bedient und gleich- 
zeitig das Ergebnis unabhangig von der Art der Beimpfung macht, 
wurde in unserem Institut von SmLenKa (1958) entwickelt. Er figt 
Triphenyltetrazolumchlorid in der Verdiinnung 1:100 zu einem speziell 
bereiteten Lrepies Fleischextraktagar vom py 7,4. Es kann nach 
unseren Versuchen auch ein gewohnlicher Nahragar (Bouillon, Cenovis) 
verwendet werden. Auf einem solchen TTC-haltigen Agar wachsen bei 
37° nur P. aeruginosa-Stimme!. 


Sind P. fluorescens-Kulturen mit P. aeruginosa verunreinigt, so wird diese Ver- 
unreinigung durch das Wachstum in Bouillon bei 42° erkannt. Auf dem TTC-Agar 
konnte kein Wachstum festgestellt werden. Anscheinend wirkt die TTC-Konzen- 
tration auf wenige P.aeruginosa-Keime bereits hemmend. 
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Zum selektiven Nachweis von P. aeruginosa wird von LowBury ( 1951) 
ein Zusatz von 0,1°/, Cetyl-trimethyl-ammoniumbromid zum Nahr- 
medium von py 7,8 empfohlen. Hass u. KrrscHner (1943) haben zum 
gleichen Zweck Malachitgriin in der Verdiinnung von 1: 100000 in 
Dextrose-Bouillon, WinKLE (1955) Brilliantgriin in der Verdiinnung von 
1: 5000 empfohlen. Von diesen Autoren wurde kein Hinweis auf die 
Abgrenzung von P. aeruginosa und P. fluorescens gegeben, der nach 
unseren Ergebnissen (Bebriitung bei 22° und 37°) mit diesen kationischen 
Substanzen in den angegebenen Verdiinnungen auch nicht méglich ist. 


Higelbreaktion 


Kin Unterschied zwischen P. fluorescens und P. aeruginosa ergibt sich 
durch die Kigelbreaktion. P. fluorescens ruft eine Eigelbreaktion hervor, 
die in einer Triibung des Higelbagars um wachsende Kulturen besteht 
und sich im fliissigen eigelbhaltigen Medium in einer auf die Triibung 
folgenden Trennung in einen klaren Unterstand und in einen dichten 
weiBen Uberstand zeigt. Die Reaktion beruht auf der Spaltung des im 
Eigelb vorhandenen Lecithins. Als Spaltprodukte wurden anorganischer 
sowie sdureléslicher Phosphor und Cholin nachgewiesen (KLINGE 1957b); 
der Abspaltung von Cholin und Phosphorylcholin geht wahrscheinlich 
die Bildung von Lysolecithin voraus (KLINGE u. GRAF 1959). Die Eigelb- 
reaktion einiger Stémme von P. fluorescens wird im Alkalischen oder 
durch Pepton gehemmt, das bei wachsenden Stémmen von S. plymuthi- 
cum und V.comma dagegen die Ausbildung der Eigelbreaktion fordert 
(KiInGE 1957a). Daher ist es zweckmaBig, sowohl Nahragar mit einem 
Gehalt von 5°/, Higelb als auch eine 5°/, Higelb enthaltende 0,85°/, 
NaCl-Lésung als Testmedium zu verwenden. Sehr wenige Staémme ver- 
ursachen nur in einem, fast alle in beiden Medien eine Eigelbreaktion. 

Zur Herstellung der Medien ist die Verwendung einer filtrierten Eigelbsus- 
pension nicht noétig. Mit kationischen Desinfektionsmitteln gereinigte Eier werden 
getrocknet; nach Aufschlagen der Schale 148t man das EiweiB ablaufen. Den Ei- 
dotter gibt man in der unversehrten Dottermembran, die nicht gewaschen zu werden 
braucht, in eine sterile Petrischale und saugt das Kigelb mit einer stumpfen Pipetite 
ab. Wir verwenden diese Methode seit Jahren. Monsour u. Cotmmr (1952) benutzten 
ebenfalls unfiltriertes Kigelb und im ,,Manual of Methods for pure Culture Study‘ 
wird die Verwendung unfiltrierten Eigelbs auch von Barp u. McCiune (1950) ange- 
geben. Kiirzlich bestatigte LEHMANN (1958) diese Methode. 

Obwohl P.aeruginosa, gemessen an der Zunahme des sdureléslichen 
Phosphors, eine viel starkere Lecithinaseaktivitat in der 5°/, Eigelb 
enthaltenden Kochsalzlésung entfaltet, fehlt die Eigelbreaktion, die 
Triibung in fliissigen und festen eigelbhaltigen Medien, regelmaBig. 
P. aeruginosa ist auch an der Pigmentbildung und an dem flachen, sich 
ungleichmaBig ausbreitenden Wachstum deutlich von der auf Eigelb- 
agar nicht pigmentbildenden P. fluorescens zu unterscheiden. 
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Gleichzeitig erlaubt die Eigelbreaktion auch eine Abtrennung von 
P. putida, die weder eine Eigelbreaktion verursacht noch eine Lecithinase- 
aktivitat besitzt. 

Die Eigelbtriibung wird auch durch zellfreie P. flworescens-Bouillon- 
kulturtiberstaénde hervorgerufen. 


Bouillonkulturen wurden 30 min bei 5000 UpM zentrifugiert. Verdiinnungen der 
Uberstande mit H,O wurden untersucht. Als Substrat verwendeten wir eine 5°/, 
Eigelb enthaltende 0,85°/, NaCl-Lésung, die nach Zentrifugieren bei 5000 UpM 
fiir 30 min durch ein Membranfilter ,,grob, Nr.2‘‘ (Membranfiltergesellschaft, 
Gottingen) filtriert war. Die Eigelbfiltrate wurden jeweils frisch hergestellt; trotz- 
dem zeigten sich Unterschiede in der Reaktionsfahigkeit, die von Eigelb zu Eigelb 
variierte. Die Ansitze vom px 8,0 hatten folgende Zusammensetzung: Zellfreier 
Kulturiiberstand mit H,O verdiinnt 1,0 ml; H,O 2,6 ml; 0,22 M Borax-Phosphat- 
Puffer px 8,3 1,2 ml; membranfiltrierte Eigelbemulsion 1,2 ml; Gesamtvolumen 
6,0 ml. Die Triibungsmessung wurde im Elko II (Zeiss, Oberkochen) mit dem Filter 
J 66 in 5,0 ml Kiivetten durchgefiihrt; die Extinktion wurde wahrend 30 min in 
Abstanden von 5 min gemessen. Vor Zugabe der Eigelbemulsion wurde der Ansatz 
4 min im Wasserbad bei der Temperatur eingestellt, bei der auch der Versuch durch- 
gefiihrt wurde. Die Triibung folgte einer Reaktion erster Ordnung; k = (= : +) Da 

t 

wir aus 4uBeren Griinden Kulturen verschiedenen Alters verwendet haben, k6nnen 
die hier angefiihrten Versuchsreihen nur in sich, nicht unter einander verglichen 
werden. — Zum Teil wurde auch der gesamte saéurelésliche Phosphor bestimmt. Die 
Ansatze wurden vor und 7,5 Std nach Kinstellung im Wasserbad von 37° C mit 
2,0 ml 10°/, Trichloressigsiure versetzt. Die Trichloressigsiurefiltrate wurden mit 
10 n H,SO, verascht; der Phosphor wurde nach Fiskn u. SuBBAROW entsprechend 
den Angaben von Kasat u. Mayer (1948) bestimmt. Der durch die Kultur- 
iiberstande saureléslich gemachte Phosphor ergibt sich aus der Differenz des Phos- 
phorgehaltes vor und nach dem Hinstellen ins Wasserbad. 


Tabelle 4. Fermentkonzentration und Reaktionskonstante 


Uberstand F 
1:10 cies ee k k/e 
ml 
0.1 .0073 .0733 
(0) | .0147 .0736 
0,4 .0292 .0730 
0,6 37 .0387 .0645 
0,8 .0506 .0633 
1,0 .0566 .0566 
1,6 .0859 .0537 


In bestimmten Grenzen ist die Reaktionskonstante proportional der 
Fermentkonzentration (Tab.4). Diese Grenzen miissen jeweils ermittelt 
werden, wenn der Lecithinasegehalt von Kulturiiberstaénden quantitativ 
bestimmt werden soll. 

Die Geschwindigkeit der Tritbungszunahme ist temperaturabhangig. 
Am schnellsten geht die Triibung bei 45°C vor sich; bei hdheren 
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Temperaturen macht sich bereits die Hitze-Inaktivierung bemerkbar 
(Tab. 5). 

Durch 20 min langes Erwarmen bei 60° C und héheren Temperaturen 
werden die Lecithinasen vollstaindig inaktiviert. Der Verlauf der Inakti- 


vierung bei 60°C zeigt, 
daB die Abnahme der Tabelle 5. Temperatur und Reaktionskonstante 


Triibung nicht proportional : a ; eee cos a 
der Abnahme der Phos- ee es 6 
phorfreisetzung ist. Selbst ‘ 
nach vollstandiger Ferment- oe Aas 
hemmungder P. flworescens- 35 0213 
Uberstande bleibt noch eine 1,0 40 .0287 
geringe Triibung zuriick, 45 0422 
die auch KusHNER (1957) ee ee 
bei hitzeinaktivierten Bac. t j 
cereus - Kulturiiberstanden Tabelle 6. Abnahme der Reaktionskonstanten 
festgestellt hat (Tab.6). und des séureloslichen Phosphors 
durch Hitzeinaktivierung 
Gelatinespaltung (1,0 ml Uberstand 1:10; 37°C) 
Alle P. aeruginosa- und P. Vorbehandlung Ricistworacier 
fluorescens-Stémme spalte- _4¢8 Uberstandes amipelealetice 
. . F esamt- 
ten Gelatine. Die Spaltung a a ed ug 
ist am einfachsten mit der ; 
Technik von Frazrur (1926) f i” re naa 
nachzuweisen (siehe Barp | 70 0090 0.0 
u. McCiune 1950). 20 80 0096 0,0 
Auf Nahragarplatten mit | 90 .0097 0,0 
einem Gelatinegehalt von 0,5°/) Ll 100 0096 0,0 
werden die Stamme punkt- oder rai 
strichférmig geimpft und 48 Std 0 eas thd 
bebriitet. Durch den geringen . 0251 = 
Gelatinegehalt eignet sich diese 3 019 3 ~ 
Methode besonders fiir Bak- . 0 167 oy 
terien, die bei 37°C bebriitet - 6 : 0180 i OL 9 
werden miissen. Die nicht ge- Pe ; eine ce ; 
spaltene Gelatine wird durch i - 102 5 03 
Z P| ° vo . > 
UbergieBen mit einer sauren ae ee 0,0 


HgCl,-Lésung (15,0g HgCl,; TAL i 

20,0 ml konz. HCl; H,O ad Kontrolle: 

100,0 ml) pracipitiert; die Bouillon .0086 0,0 
Stellen, an denen die Gelatine 

gespalten ist, bleiben klar. Zweckmafig ist es, die Kolonien vor der Pracipitierung 
mit einem Wattebausch abzuwischen, damit auch eine geringe Gelatinespaltung 
unter den Kolonien erkannt werden kann. 


Im Gelatinehochschichtrohrchen bei 22° C verfliissigten P. fluorescens 
stratiform, P.aeruginosa sackformig (siehe auch ToPLEY-WILSON 1955). 
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Zur Erkennung der Art der Gelatineverfliissigung eignet sich eine 10°/,ige 
Gelatinenahrlésung, wie sie zam Nachweis der H,S-Bildung verwendet 
wird, besser als die tibliche 14—18°/,ige Nahrgelatine. Dies hangt wohl 
von der unterschiedlichen Sauerstoffdiffusion ab und erklart die von 
anderen Untersuchern beobachteten Abweichungen teilweise; das Alter 
der Gelatineréhrchen nach der Zubereitung und die damit verbundene 
O,-Diffusion spielen sicher auch eine Rolle. 


Nitratreduktionund Nitritnachweis 


Die bakterielle Reduktion von Nitrat zu Nitrit wird durch den Nach- 
weis von Nitrit bestimmt. Der Nitritnachweis beweist die bakterielle 
Reduktion. Dagegen sagt das Fehlen von Nitrit nichts tiber die Unfahig- 
keit der Bakterien aus, Nitrat zu reduzieren. Es bestehen fiir das Fehlen 
von Nitrit verschiedene Moéglichkeiten, von denen die Unfahigkeit zur 
Nitratreduktion nur eine ist. Einmal kann Nitrat assimiliert werden. Oft 
wird Nitrat in peptonhaltigen Medien nicht angegriffen, oder es wird sehr 
schnell zu Stickstoff abgebaut, so daB die Zwischenstufe Nitrit nicht 
erfaBt wird. Daher darf bei fehlendem Nitrit nicht auf fehlende Ni- 
tratreduktion geschlossen werden (REED 1942). 

Bei der Diagnostik begniigt man sich nach Ubereinkunft mit einer Methode zum 
Nachweis der Nitratreduktion; nitrathaltiges Peptonwasser (0,5°/, Pepton; 0,002 m 
KNO,) wird beimpft, 4—5 Tage bebriitet und dann auf Nitritgehalt gepriift; 
zweckmaBig werden Durham-Rohrchen eingelegt, so da bei fehlendem Nitrit 
die Gasbildung (Stickstoff) den Nitratabbau anzeigen kann. AuBerdem kann vorhan- 
denes Nitrat durch Zinkstaub reduziert werden, den man zufiigt, wenn die aus- 
bleibende Rotfarbung nach Zugabe von Nitritreagens (gleiche Teile 0,8°/, Sulfanil- 
siure und 0,5°/, «-Naphthylamin, beide in 5 N Essigsiure gelést) das Fehlen von 
Nitrit anzeigt. 

Nach 4 Tagen Bebriitung in nitrathaltigem Peptonwasser bildeten 
nur 8 P.fluorescens-Stimme Nitrit, aber kein Gas, wahrend 14 P.aeru- 
ginosa-Stamme Gas und sehr unterschiedliche Nitritmengen erkennen 
lieBen. Durch Zusatz von Phosphat zum Medium kann die Pyocyanin- 
bildung gehemmt werden; dadurch wird eine Vortéuschung von Nitrit 
durch das mit dem sauren Reagens rotgefarbte Pyocyaninsalz vermieden. 
Mit dem Schnelltest nach Broven, 1950, (0,2 ml einer mit 1,0ml H,O 
abgeschwemmten Schrégagarkultur + 1,0 ml m/15 Phosphatpuffer von 
pu 6,8 + 0,1 ml 0,1mM KNO,-Lésung, Einstellen ins Wasserbad von 
37° C fiir 15—30 min, Nitritnachweis) wurde bei allen P. fluorescens-, 
P.putida- und P.aeruginosa-Stimmen Nitrit in sehr unterschiedlicher 
Menge gefunden. Gleiche Resultate gab auch 1:10 mit 0,85°/) NaCl- 
Losung verdinntes Fleischwasser von py 7,0 mit einem Zusatz von 
0,002 m KNOs, das nach 1—5 Tagen Bebriitung auf Nitrit getestet wurde. 
Nur diejenigen Stamme lieBen kein Nitrit erkennen, die auch nach 
48 Std Bebriitung in 1,0 ml 1:10 verdtinntem Fleischwasser mit einem 
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Zusatz von 0,001 mM KNO, Nitrit abbauten (Methode von RrEEp 1942). 
Auf dem peptonfreien synthetischen Schragagar mit Nitrat als einziger 
N- Quelle nach Dminick 1947 (K,HPO, 0,5 g; NaCl 0,5 g; MgSO, - 7H,0 
0,2¢; NaNO, 2,0g; Glucose 10,0g; Agar 15,0g; H,O ad 1000,0 ml; 
pu 7,4; 20 min bei 120° C autoklaviert) war das Wachstum maBig; alle 
Stémme bildeten nach 1—5 Tagen Bebriitung — teils erst nach mehreren 
Passagen — unterschiedliche Mengen von Nitrit. 

Daraus ergibt sich, daB P.fluorescens, P.putida und P.aeruginosa 
Nitrat zu Nitrit reduzieren kénnen. Diese Feststellung lieB sich aber 
erst nach Untersuchung verschiedener Medien zu verschiedenen Zeiten 
treffen. DaB P. fluorescens nur in wenigen Fallen in Gegenwart von Pepton 
Nitrat reduziert, wurde schon von Conn (1936) beschrieben, auf dessen 
Ausfiihrungen auch hinsichtlich der Moglichkeiten des Nitratabbaues 
verwiesen wird. Es soll hier nochmals betont werden: Das Fehlen von 
Nitrit in nitrathaltigen, beimpften und bebriiteten Kulturmedien muB 
nicht identisch mit fehlender Nitratreduktion sein. Das gilt besonders fir 
Pseudomonas-Stamme. 

Lackmusmilch 

Nach 3—4 Tagen Bebriitung bei 22°C rief P.flworescens nach einer 
schwachen flockigen Gerinnung eine Peptonisierung hervor, die sich bei 
weiterer Bebriitung verstarkte und von sehr geringer Reduktion be- 
gleitet war. Die py blieb auf 7,0. Wesentlich friiher bewirkte P. aeruginosa 
bei 37° C die gleichen Veranderungen, die schneller als bei P. fluorescens 
von oben nach unten fortschreiten. Hine Unterscheidung zwischen beiden 
Species ist mit der Reaktion in Lackmusmilch nicht moglich. P. putida 
veranderte meist weder das Aussehen noch die py der Lackmusmilch und 
alkalisierte nur selten. 

Der Befund steht im Gegensatz zu den Angaben im BerGrEy, nach denen 
P. fluorescens die Lackmusmilch nur alkalisieren soll. Unsere Befunde 
werden gestiitzt durch die Angaben von Munoz, ScHERAGO u. WEAVER 
(1949) sowie von Lincoin (1904), die Saurebildung und Peptonisierung 
durch P. fluorescens festgestellt haben. 


Hamolyse 

Im Gegensatz zu Liv (1957) fanden wir hamolysierende P. fluorescens- 
Stémme (KiincE 1957b), deren Hamolyse kein Hamoglobinabbau 
folgte (Kiiner 1957c). Wegen der oft eintretenden unspezifischen 
Hamolyse auf Hammelblutplatten, vor allem nach langerer Bebriitungs- 
zeit, verwenden wir einen 2°/, Menschenblut enthaltenden Nahragar 
als Schichtgu8 auf Nahragarplatten. Nach 48 Std Bebriitung bei 22°C 
ist die Hamolyse weit um die Kolonien sichtbar. Als Ursache der Hamo- 
lyse wird das von Grir (1958) kristallin dargestellte Antibioticum an- 
gesehen (KLINGE u. GRAF 1959), das von einigen P. fluorescens-Stammen 
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gebildet wird. 20 wg Antibioticum in 1,0 ml lésen 1,0 ml 1°/, gewaschene 
Menschenerythrocyten nach 60 min bei 37°C zu 50°/,. Zellfreigemachte 
Kulturabschwemmungen von nicht antibioticumbildenden P. fluorescens- 
Stémmen wiesen, wenn sie mit gewaschenen Menschenerythrocyten in 
isotonischer gepufferter NaCl-Lésung zusammengebracht wurden, eben- 
falls eine Hamolyse auf, die von Kimven u. Grar (1959) auf die der 
Phosphor- und Cholinabspaltung vorausgehende Lysolecithinbildung 
zurickgefiihrt wird. 

Hamolysierende P.putida-Stamme wurden nicht gefunden. Dagegen 
zeigten alle P.aeruginosa-Stémme eine ausgepragte Hamolyse, deren 
Ursache wir nicht untersucht haben. Nach einer Angabe von LopE (1929) 
sollen LANDSTEINER und RavusirscHEK alkohollésliche Lipoide als 
Hamolysine dargestellt haben. 


Amébenauflésung und Amébenhemmung 

Von Kworr, Haas u. Knorr (1956) war die protostatisch-protozide 
Wirkung einiger P. fluorescens-Kulturen gezeigt worden. GRAF (1958) hat 
aus solchen Kulturen den Wirkstoff kristallin dargestellt; er besteht aus 
einem Polypeptid, das mit einer organischen Saure gekoppelt sein soll. 
Die Oberflachenaktivitaét, die Hemmung durch Serum sowie die in vitro 
hemmende Wirkung auf die EHigelbreaktion des anionischen Wirkstoffes 
wurde kiirzlich von KuincE u. GRAF (1959) ausfiihrlich beschrieben. Die 
Auflésung der Am6ben im hangenden Tropfen einer 0,02°/,igen Wirkstoff- 
lé6sung kann innerhalb 30 min nachgewiesen werden, wahrend ein letaler 
Effekt noch durch geringere Konzentrationen nach langerer Kinwirkungs- 
zeit festgestellt werden kann. Die entsprechende Hemmwirkung kann 
durch wachsende Kulturen auch auf Agarplatten nachgewiesen werden; 
wenn Auflésung der Am6ben und Hiimolyse auf 2°/, Menschenblut ent- 
haltenden SchichtguBagarplatten nach 48 Std Bebriitung bei 22° C ge- 
priift werden, so laufen Haimolyse und Bildung des Wirkstoffes parallel. 

Die von Knorr, Haas u. Knorr (1956) beschriebene Hemmung des 
Amébenwachstums durch einzelne P. aeruginosa-Stimme haben wir eben- 
falls gesehen. Aus solchen hemmenden Stémmen konnte nach der von 
GRAF beschriebenen Methode kein Wirkstoff iscliert werden (GRAF 1958). 


Polysaccharidbildung 

Im Gegensatz zu P.aeruginosa und P. putida bildeten einzelne P. fluo- 
rescens-Stémme wahrend des Wachstums auf 4°/, saccharosehaltigem 
Agar Polysaccharide, deren Bildung morphologisch erkennbar ist. Von 
75 untersuchten P. fluorescens-Stémmen produzierten 22 (= 28,3°/)) ein 
Polysaccharid, das bei 6 Stémmen (= 8°/,) als Laevan angesprochen 
wurde (KLINGE 1958 b). Die laevanbildenden Stamme sind daran erkennt- 
lich, da sie nach 4—5 tagigem Wachstum auf 4°/, Saccharoseagar hohe 
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Kolonien bilden, die in umgekehrten Petrischalen abtropfen, und 
Saccharose unter Séurebildung spalten (siehe oben). Die Kolonien 
anderer laevanbildender Stiimme bleiben auf 4°/, Saccharoseagar fest 
haften. Bei allen Stiimmen war die Laevanbildung endozellulir. — Die 
Laevanbildung durch Staémme des Genus Pseudomonas wurde von 
Cooper u. PRESTON (1935) bei verschiedenen pflanzenpathogenen Pseu- 
domonas-Staémmen, von BELL u. DEDONDER (1954) bei P. prunicola und 
von Fucus (1956) bei 4 von einer Reihe untersuchter, aus nicht pflanz- 
lichem Material isolierter P. flworescens-Stamme gefunden. 


Besprechung der Ergebnisse 

Aus der Beschreibung der Methoden geht deutlich hervor, wie ent- 
scheidend die Testmethoden die Ergebnisse beeinflussen kénnen. Unsere 
Ergebnisse weichen von denen einzelner anderer Untersucher nur inso- 
fern ab, als wir zusatzliche Fahigkeiten der P.flworescens- und P. putida- 
Stamme beim Kohlenhydratabbau festgestellt haben, die bisher — von 
Untersucher zu Untersucher wechselnd — entweder nicht gepriift 
wurden oder negativ ausfielen. Eine gesamte Untersuchung der biochemi- 
schen Leistungen von P. fluorescens liegt nun vor (Tab.7). Zur Einord- 
nung eines Bakteriums in die Species P. fluorescens, P. putida und 
P.aeruginosa miissen folgende Eigenschaften gefordert werden: Gram- 
negative, nicht sporenbildende, bewegliche, polar-begeiBelte Stabchen, 
die Katalase und Indophenolblau-oxydase besitzen, KCN-resistent 
(0,0012 M) sind, sich strikt aerob vermehren, auf Ammoniumglucose und 
Ammoniumcitrat wachsen, Glucose, Mannose, Galaktose, Fructose, Ara- 
binose, Xylose und Glycerin unter Saurebildung ohne Gasbildung ab- 
bauen, eine negative Methylrot- und Voges-Proskauer-Reaktion geben, 
Harnstoff, Maltose, Lactose, Dulcit, Salicin und Adonit nicht abbauen, 
Lackmusmilch nicht durch Saéurebildung koagulieren und kein Indol 
bilden. 

Zur Unterscheidung der hier untersuchten Pseudomonas-Species sind 
nur wenig Higenschaften geeignet (Tab.8), von denen die Pigmentbildung 
und H,S-Bildung variieren oder ganzlich fehlen kann. 

Die Hamolyse ist fiir P.aeruginosa typisch und bei P. fluorescens auf 
solche Stamme beschrankt, die den protostatisch-protozoiden Wirkstoff 
bilden. Die Polysaccharidbildung aus Saccharose findet sich ebenfalls 
nur bei einzelnen P. putida- und P. flworescens-Staimmen und ist deshalb 
nicht zur Speciesunterscheidung geeignet. Weil die meisten P. flworescens- 
und P.putida-Stémme aus Inosit, Rhamnose und Sorbit Saure  bil- 
den, kénnen diese Leistungen zur Abgrenzung gegentiber P. aeruginosa 
herangezogen werden. Die fehlende Saéurebildung aus Saccharose wurde 
von GaBy (1955) als ein Merkmal der Species P.aeruginosa angesehen. 


Wir kénnen die ihr zukommende Bedeutung bestatigen, aber nur dann 
o* 
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Tabelle 7. Physiologische Eigenschaften von P. fluorescens, P. putida, P. aeruginosa 


i 


P. fluorescens P. putida P. aeruginosa 

a 
Beweglichkeit ..... + +f tj 
Geisselm . 2 5. Gs a) mehrere mehrere eine 
NADI-Reaktion . : si “hs at 
Katalase 9.05 695°. 8 [F =F + 
Strikte Aerobie way ke + a al 

22) Cra 4 + = 
Wachstum bei 37°C. . = 3 ae 

ae Cine. = = = 
Fluorescin. . . cat Vv v Vv 
Pyotyanin/Pyorubrin oe = | = v 
Methvinoties-mrmte neon =j ‘i 
Voges-Proskauer . .. . = x zm 
Enola e a Seed tn a =a = = 
lsepansioer 45 3 a > o & & = | = 
ESS). Blue cele = = (d) 
Niteatceduktion Ae + = + 
TIKIOIN Dey toerac ac ue a: | + + 
Lackmusmilch . . . . . (flockige Ger.) eneale (flockige Ger.) 

Peptonisierung ae Peptonisierung 
geringe Reduk. ae geringe Reduk. 

Higelbreaktion . . | + | = = 
Gelatinespaltung . | + | = =: 
Hamolyse ... - | d | = + 
Poleaornaadhldane auf | | 
5 °/, Saccharoseagar . .| d | d | — 
Ammonium-Glucose . . + + 35 
Ammonium-Citrat . . . + | ~ ~ 
Oxydativer Kohlen- 
hydratabbau aA + 45 
GIUCORCis na cura cae + ae 
Mannose. te, ene t + 
Galaktose™.) 7 0 4 see] { + 
Fructose> . ©... . 2) Seal 4+- + (+) 
Memmi te ae ene (+) (ce) | (d) 
Arabinose . .... a « «| + + “+ 
Xylose + a 
Glycerin (+) | (+) (+) 
Trehalose . ghee (d) (d) (d) 
UTMOSTUR ey. ene tcl. sie ean (d) (d) = 
Rhamnose . (d) (d) — 
Sorbit a cles ot (d) (d) - 
Saccharoses an =. ol d d - 
Maltosesapar .o.8-tie" 20's . = 
ABEKORS Go 5 po 3 ol - - = 
Dulcit i see eee — | -- = 
Adonit ae ee -- — = 
SEUNG 0 oy wo & 6 “Ol : — = 


+ positiv ; —negativ; ddifferente biochemische Typen; v variabel; (++) schwach 
positiv; (d) Typen mit positiver Reaktion sind schwach positiv. 
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auf P.fluorescens und P.putida ausdehnen, wenn die Polysaccharid- 
bildung aus Saccharose ausgeschlossen wird. Hinsichtlich der Nitrat- 
reduktion soll festgehalten werden, daB P.fluorescens, P.putida und 
P.aeruginosa in der Lage sind, Nitrat zu reduzieren, daB aber das Fehlen 
von Nitrit bei einer einzigen Priifung keine Beurteilung dieser Aktivitat 
zulaBt, die so stark von der Zusammensetzung des Mediums, des zu- 
gesetzten Nitratgehaltes und der Adaptation der Stémme sowie dem 
Zeitpunkt der Priifung abhangig ist (Conn 1954, 1936), so daB bei Ver- 
wendung der tiblichen Priifungsmethoden das Fehlen von Nitrit nicht 
den Ausschlu8 aus den hier untersuchten Species rechtfertigt. 


Tabelle 8. Differenzierung der Pseudomonas-Species P. fluorescens, P. putida und 
P. aeruginosa 


Wachstum | Pigmentbildung] __ a 
Species Geissel Baeeths) Colavine. H,8 
22° | 37° | 42° Fluo- Pyo- reaktion| spaltung 2 
resem | cyanim 
P.fluorescens . .| mehrere + | EO 
P.putida .. .| mehrere | al 
P.aeruginosa . . eine bei + d 


Wenn die gesamten physiologischen Higenschaften der unter anderer 
Bezeichnung beschriebenen und im BERGEY aufgenommenen Pseudo- 
monas-Stamme untersucht werden, wird sicher eine betrachtliche Zahl 
kohlenhydratoxydierender, nur aerob Saure ohne Gas bildender Stamme 
in der Species P. fluorescens aufgehen und damit ein gleiches Schicksal 
haben wie viele Staémme, die in der Species P.aeruginosa zusammen- 
gefaBt sind (GaBy 1955). 

Absichtlich wurden die Pseudomonas-Stémme in dieser Abhandlung 
nur als Species besprochen und deren Zusammenfassung in einem Genus 
vermieden, denn in dem Genus Pseudomonas in der Fassung von BERGEY, 
der sich damit der Nomenklatur von Mrauua (1897) anschlieBt, ist eine 
groBe Zahl von Species vereinigt, denen — wenn sie tiberhaupt begeiBelt 
sind — nur eine morphologische Higenschaft, die polare BegeiBelung, 
gemeinsam ist, so da die in Brrcnys Manual angegebene Ubersetzung 
(falsch; Einheit) bereits dem Namen nach eine Zusammengehorigkeit aus- 
schlieBt. Doch tendiert die Klassifikation der Mikroorganismen auf eine 
Einteilung auf physiologischer Basis; daher wird dem Vorschlag von 
Hueu u. Lerrson (1953) beigepflichtet, im Genus Pseudomonas nur die 
gramnegativen, beweglichen und nicht sporenbildenden Keime zusam- 
menzufassen, die aus Kohlenhydraten Saure ohne Gas und nur unter 
aeroben Bedingungen bilden. Denn damit wird das Genus Pseudomonas 
entgegen dem eigentlichen Sinn des Wortes zu einer physiologischen 
Einheit. 


Das Karu KiiInGe: 


Fucus (1956) wies besonders darauf hin, daB die von ihm verwendeten 
P. fluorescens-Stamme nicht aus kranken oder toten Pflanzen isoliert 
wurden. Vergleicht man die von Errkson (1945) gemachten Angaben 
iiber die Saiurebildung aus Kohlenhydraten durch pflanzenpathogene 
Pseudomonas-Species (P.morsprunorum, P.prunicola, P.syringae) mit 
den von uns erhaltenen Ergebnissen, so findet man eine fast véllige Uber- 
einstimmung. Die Species der pflanzenpathogenen Mikroorganismen sind 
nun vorwiegend durch ihr Wirtsspektrum bestimmt (Stapp 1958). Die 
abschlieBende Betrachtung von Errkson (1945): “On the basis of bio- 
chemical characteristics, considered apart from host pathogenicity, there 
is no justification for erecting to specific rank these laevan-forming, 
green-fluorescent, phytopathogenic pseudomonads”’ darf vielleicht auch 
auf weitere solche, aber nicht laevanbildende Stamme ausgedehnt wer- 
den, so daB sie in der Species P. fluorescens alle aufgenommen werden 
k6nnen. 


Zusammenfassung 


Das Vorkommen von Pseudomonas-Species als Tiefenkeime aller 
wasserduchlassigen Bodenprofile und als Ursache bei Transfusions- 
zwischenfallen erforderte eine Untersuchung der physiologischen Leistun- 
gen, die an 27 P. fluorescens-, 6 P. putida- und 15 P.aeruginosa-Stammen 
durchgeftihrt wurde. Die fiir die nur aerob Saure, aber kein Gas bildenden 
Kohlenhydrate oxydierenden Stamme geeigneten Untersuchungsmetho- 
den werden ausfiihrlich beschrieben. 

Die lecithinasebedingte Phosphorfreisetzung und Triibung des Eigelbs 
durch zellfreie P.flworescens-Kulturtiberstinde wurden untersucht. Die 
Hitzeinaktivierung der Lecithinasen erfolgte nach 20 min bei 60° C. 
Auf Grund der physiologischen Leistungen sollen im Genus Pseudomonas 
als P. fluorescens, P.putida und P.aeruginosa nur unipolar begeiBelte, 
gramnegative, strikt aerobe, nicht sporenbildende, stabchenformige Bak- 
terien zusammengefaBt werden, die Katalase und Indophenolblauoxy- 
dase besitzen, KCN-resistent sind, sich auf Ammonium-Citrat und 
Ammonium-Glucose vermehren und Saure aus Glucose, Mannose, Galak- 
tose, Fructose, Arabinose, Xylose, Glycerin bilden, eine negative Methyl- 
rot- und Voges-Proskauer-Reaktion geben, Harnstoff, Maltose, Lactose, 
Adonit, Dulcit und Salicin nicht angreifen, kein Indol bilden und Lack- 
musmilch nicht durch Saurebildung koagulieren. 

Die Unterscheidung von P. fluorescens, P.putida und P.aeruginosa 
wird durch folgende Higenschaften erméglicht: Im Gegensatz zu 
P. fluorescens und P. putida besitzt P. aeruginosa nur eine GeiBel, waichst im 
fliissigen Medium bei 37°C und 42°C und bildet Pyocyanin und gelegent- 
lich schwach HS. P. fluorescens verursacht im Gegensatz zu den beiden 
anderen Species eine Eigelbreaktion. P.aeruginosa und P. fluorescens 
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spalten im Gegensatz zu P. putida Gelatine. Die meisten P. fluores- 
cens- und P. putida-, jedoch keine P.aeruginosa-Stamme bildeten Saure 
aus Inosit, Rhamnose und Sorbit. Nur von den aus Saccharose poly- 
saccharidbildenden Stémmen wird Saure aus Saccharose gebildet. Die 
meisten P.jfluorescens-, P.putida- und P.aeruginosa-Stimme bildeten 
Saure aus Trehalose. Alle P.aeruginosa-Stamme waren haimolytisch, von 
P. fluorescens nur diejenigen, die den protostatisch-protoziden Wirkstoff 
bilden. Nitrat wird von allen drei Species reduziert. Der Nitritnachweis 
hangt von der Zusammensetzung des Testmediums, dem Nitratgehalt, 
der Adaptation der Stémme und dem geeigneten Zeitpunkt der Priifung 
ab, so daB ein Fehlen von Nitrit bei Verwendung der iiblichen Methodik 
keinen Ausschlu8 aus diesen Species rechtfertigt. Nur P. flworescens- 
Staémme bildeten auf 4°/, Saccharoseagar morphologisch erkennbar Poly- 
saccharide. — Einem Vorschlag von Hueu u. Lurrson (1953) folgend 
sollen nur die ohne Gasbildung kohlenhydratoxydierenden anaerogenen 
Stéamme im Genus Pseudomonas zusammengefaBt werden. 
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(Hingegangen am 30. Dezember 1958) 


Die fordernde Wirkung unterschwelliger Hemmstoffkonzentrationen — 
worunter man vielfach Toxinkonzentrationen als Reizmengen verstan- 
den hat — war schon im vergangenen Jahrhundert bekannt (BOECKER 
1856; ArnpT 1885, 1889, 1892; ScHuLz 1887, 1888, weitere Literatur bei 
CzAPEK 1922). Aus dem umfangreichen Schrifttum jener Zeit resultierte 
der als Arndt-Schulzsches Gesetz zitierte Satz: ,,Schwache Reize fachen 
die Lebenstatigkeit an, mittelstarke fordern sie, starkste heben sie auf.“ 
Unter dem EinfluB dieser allgemeinen Formulierung ftiihrten BaumGaR- 
TEN u. LuceErR (1918), LOHNER (1919), SnrrFreRT (1920), SUPFLE (1920) 
sowie HorMaANN (1922) alle im Diffusionstest am Rande von Hemmzonen 
auftretenden Wachstumsforderungen der Mikroorganismen auf die Wir- 
kung unterschwelliger Hemmstoffkonzentrationen zuriick. Spater er- 
kannte man, daB als Ursache der Férderungen auch andere Faktoren, 
auf die bereits hingewiesen wurde (OpEL 1957b), verantwortlich ge- 
macht werden kénnen. Damit war eine Beurteilung von Wachstums- 
forderungen im Diffusionstest der Antibiotica nicht mehr ohne nahere 
Erklarung méglich. Es erscheint daher zweifelhaft, ob die Forderungen, 
die von friiheren Autoren auf die Wirkung unterschwelliger Hemmstoff- 
konzentrationen zuriickgefiihrt wurden, immer Konzentrationseffekte 
der Hemmstoffe waren. Eine Entscheidung dieser Frage kann nur die 
Analyse des Phinomens bringen. 

Harris u. Jacoss haben 1953 die Férderung analysiert, die sie mit Penicillin 
bei Bacterium coli Typ I und Staphylococcus aureus N. C. T. C. 4736 erzielten, und 
erklarten sie als Wirkungen des erhéhten Nahrstoffangebotes im Randgebiet des 
Hemmbhofes und als Wirkungen der Abbauprodukte des Penicillins oder des Peni- 


cillins selbst. WaLLHAUSSER (1950, 1951a) arbeitete mit Patulin als Hemmstoff 
gegen Bacillus mycoides und fand, da die Forderungen, die in Abhangigkeit vom 
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Alter des Testorganismus verschieden stark auftraten, auf der Oxydation des Patu- 
lins durch den Testorganismus beruhten. 

Rex (1954/55, 1956b) wies nach, daB die bei Aspergillus niger durch Einwir- 
kung eines Actinomyceten-Antibioticums auftretenden Férderungen durch ein Um- 
wandlungsprodukt des Hemmstoffes verursacht wurden. Erria (1958) benutzte 
Bakterien als Antibionten und Colletotrichuwm atramentarium als Testpilz und zeigte, 
daB der Testpilz sehr wahrscheinlich das bakteriogene Antibioticum bei kleinem 
Angebot in einen ihn férdernden Stoff zu verwandeln vermag und daB es eine Frage 
des Verhaltnisses der angreifenden Masse des Antibioticums zur auffangenden Masse 
des Testpilzes ist, ob der Stoff als forderndes Bioticum oder hemmendes Antibioti- 
cum wirksam wird. 

Auf ein Zitieren zahlreicher weiterer Arbeiten, in denen Férderungen 
des Mikroorganismenwachstums bei Anwendung eines Antibioticum- 
testes beschrieben wurden, kann verzichtet werden. Jeder, der einmal 
mit dem Diffusionstest als Routinemethode zur Bestimmung antibioti- 
scher Aktivitéten arbeitete, wird die Erscheinung der ,,Randwulstbil- 
dung“, ,,Wallbildung“‘ oder ,,Randwachstumsforderung* — wie das 
Phanomen verschiedentlich genannt wird — beobachtet haben. 

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit basieren zum Teil auf 
Beobachtungen von GEMEINHARDT (1954), Erria (1955) und NauMANN 
(1956). Es sollten einerseits die Ursachen der Erscheinungen ermittelt 
werden, die bei Einwirkung antibioticabildender Mikroorganismen und 
antibioticahaltiger Kulturfiltrate auf Bacillus subtilis und Colletotrichum 
atramentarium auftraten, andererseits schien es erforderlich, die Még- 
lichkeiten und Grenzen der Analyse zu untersuchen, mit der die Ursache 
der Férderungswille im Diffusionstest erklart werden soll. Es waren be- 
sonders die Fragen zu kléren, ob neben unterschwelligen Hemmstoff- 
konzentrationen weitere Faktoren Férderungen verursachen, um welche 
Faktoren es sich dabei handelt und welche Bedeutung diesen Faktoren 
im Diffusionstest zukommt. Die Frage, ob die Férderungen durch nied- 
rige Hemmstoffkonzentrationen als Reizwirkungen im Sinne des Arndt- 
Schulzschen Gesetzes oder nach den Befunden von WALLHAUSSER (1950, 
1951a), Renm (1954/55, 1956b) und Erriag (1958) als Wirkungen der 
Abbau- oder Umwandlungsprodukte der Hemmstoffe zu erklaren sind, 
bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten. 


A. Die Methode zur Messung der Férderungsintensitit 

Zur Analyse der an der Férderung beteiligten Faktoren war es not- 
wendig, die Intensitat der Férderung méglichst objektiv messen zu k6én- 
nen. Zum Nachweis groferer Unterschiede geniigte zwar schon der 
Vergleich der Intensitaten, wie sie mit den Augen unterschiedlich wahr- 
zunehmen sind und wie sie Harris u. Jacoss (1953) mitgeteilt haben. 
Diese Methode hat aber subjektive Fehler und ist zweifellos nicht zu 
gebrauchen, wenn geringe Differenzen verglichen werden miissen. Es 
wurde deshalb hier eine Methode versucht, mit deren Hilfe man diese 
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Nachteile ausschalten kann und — wenn auch mit gréBerem Arbeits- 
aufwand — so doch objektiv gemessene und reproduzierbare Werte 
erhalt. 

Testorganismus war Reet subtilis. 


Verwendet wurden ,,Penicillin-Testplatten‘‘, die aus einer Bodenglasplatte 
(15x15 cm), einem plangeschliffenen Glasring (2em Hohe und 13,5 cm innerer 
Durchmesser) und dem Deckel bestanden. Das AusgieBen der Platten mit dem als 
Testagar benutzten Trypsin-Pepton-Agar (TP-Agar, Kix1an 1948) geschah auf 
eingestellten Nivelliertischen. Nach dem Erstarren des Nahragars konnte die Platte 
beimpft werden. 

Da es verhaltnismaBig schwierig ist, bei Bakterienkulturen mit Oberflachen- 
beimpfungen gleichmafig bewachsene Testplatten zu erhalten und sich auBerdem, 
wie weiter unten noch auszufiihren ist, diese Platten wenig fiir die Analyse der 
Wachstumsférderungen eignen, habe ich zumeist ,,GuBplatten‘‘ verwendet. Je 30ml 
TP-Agar wurden in Erlenmeyer- oder Freudenreichkélbchen gefiillt und auf einem 
Wasserbad bei etwa 50—60°C fliissig gehalten. Vor dem GieBen der Testplatten lie® 
ich den Agar unter leichtem Schwenken auf 45—47°C abkiihlen und setzte dann die 
in steriler physiologischer Kochsalzlésung oder in sterilem Leitungswasser suspen- 
dierten Bakterien zu. Sie wurden gut in dem Agar verteilt und anschlieBend mit 
diesem in die Testplatten ausgegossen, was eine ungefaéhr 2 mm starke Agarschicht 
ergab, in der die Bakterien gleichmaBig verteilt waren. Aus den so vorbereiteten 
Testplatten wurden Lécher von 9mm Durchmesser ausgestanzt und mit 50 wl 


Hemmstofflésung gefiillt. Die Platten sind nach dem Zusatz im Brutschrank be- 


briitet worden. 
Bei der Messung der Foérderungsintensitét wurde im Prinzip so ver- 
fahren, wie es REHM (1956a) beschrieben hat. 


Die bebriiteten Testplatten werden auf eine gleichmaBig von unten beleuchtete 
Opalglasscheibe gestellt und die Férderungszonen der Hemmhéfe mit den angren- 
zenden Agarpartien vierfach vergr6éBert auf Agfa-Dokumentenfilm mit einer Klein- 
bildkamera aufgenommen. AnschlieBend wird der Film 5 min in Agfa 50 entwickelt, 
durch Emtauchen (20 sec) in Agfa 200 die Entwicklung unterbrochen und im sauren 
Fixierbad 15 min fixiert. Nach dem Wassern trocknet man den Film und wertet im 
Zeiss-Schnellphotometer durch Ablesen der Galvanometerausschlige aus, indem 
die Aufnahmen mit meBbarem Vorschub durch den zum Galvanometer fiihrenden 
Lichtstrahl bewegt werden. Je nach Schwarzung des Films erhalt man unterschied- 
liche Galvanometerausschlage, die unter bestimmten Bedingungen dem Wachstum 
der Mikroorganismen proportional sind. Als Ma der Forderung wird der zusitz- 
liche Galvanometerausschlag (Abb.1) in Prozent der normal bewachsenen Platte 
benutzt und als prozentuale Wachstumssteigerung angegeben. 


Voraussetzung fiir die Richtigkeit der Messungen ist, da die Wachs- 
tumsdifferenzen der Agarplatte auf dem Film im richtigen Verhaltnis 
wiedergegeben werden, d. h. es mu8 die Schwarzung des Films in jedem 
Fall der Belichtung proportional sein. Hiertiber gibt die Gradations- 
kurve des Filmmaterials Auskunft. 


Man erhalt die Gradationskurve, wenn die Schwarzung in Abhangigkeit vom 
Logarithmus des Produktes aus Lichtintensitat und Belichtungszeit (log J - ¢) 
in ein Koordinatensystem eingesetzt wird. Auf der Abszisse trigt man die 
Logarithmen der Belichtungszeiten auf (Intensitat J = konstant), auf der Ordi- 
nate die Schwarzung S und erhalt so die Gradationskurve, die aus einem linearen 
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und einem gekriimmten Bereich besteht. In Abhangigkeit vom Entwickler und der 
Entwicklungszeit verlauft die Gradationskurve des Filmmaterials verschieden steil 
(y = tg « = Steilheit der Kurve). Je steiler der Kurvenverlauf ist, um so kleiner 
wird der Belichtungsspielraum, d. h. jenes Belichtungsintervall, das Schwarzungs- 
intensitaten ergibt, die im linearen Bereich der Kurve liegen. Nur in diesem Bereich 
besteht die notwendige Proportionalitat. 


Der Idealfall fiir die photometrische Auswertung der Wachstumsdiffe- 
renzen ist dann gegeben, wenn die Wachstumsdifferenzen auf dem Film 
in gutem Kontrast so wiedergegeben werden, daB noch ein gentigender 
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Abb. 1. Schema der photometrischen Registrierung der Wachstumsférderung 


Belichtungsspielraum bleibt. Fiir die Kurven bedeutet das, daB man mit 
moglichst groBem Gammawert arbeitet, und zwar so, da die Stellen ge- 
ringster und starkster Schwarzung noch in den linearen Bereich der 
Kurve zu liegen kommen. Es wird daher in den folgenden Untersuchun- 
gen mit einem Gammawert von 2,2 gearbeitet. 

Die Sporensuspensionen von Bacillus subtilis, die zur Beimpfung der Testplatten 


verwendet werden, miissen so konzentriert sein, daf ein dichtes Wachstum des 
Testorganismus auf den Platten garantiert wird. 


B. Die Analyse der wachstumsférdernden Faktoren 


1. Untersuchung des Randwachstumseffektes 


Durch die Einwirkung von Hemmstoffen auf beimpfte Agarplatten 
entstehen Zonen, in denen die Mikroorganismen entweder durch bac- 
teriostatische Wirkungen im Wachstum gehemmt oder durch bactericide 
Wirkungen abgetotet werden. Die Nahrstoffe dieser Zonen werden dabei 
nicht verbraucht und k6nnen am Rande der Hemmzonen den dort wach- 
senden Mikroorganismen zusitzlich zugute kommen. Auf diese Weise kann 
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ein zusdtzliches Wachstum verursacht werden, das den Férderwirkungen 
ahnlich ist, die von Hemmstoffen herriihren. Ich bezeichne es zur Unter- 
scheidung vom wachstumsférdernden Konzentrationseffekt der Hemm- 
stoffe als Randwachstumseffekt, weil es ohne Einwirkung eines 
Hemmstoffes erzeugt wird und nur einen méglichst scharfen Rand der 
Hemmzone voraussetzt. 

Bevor die Erscheinung ausfiihrlicher besprochen wird, sei noch einiges 
zur Methode der Forderungsanalyse bemerkt. Die Beimpfung der Test- 
platten kann sowohl an der Oberflache als auch durch EingieBen der 
Bakterien in die Agarplatte erfolgen. Es wurde bereits darauf hingewiesen, 
daB es gewisse Schwierigkeiten bereitet, 
eine gleichmaBige Oberflichenbeimpfung 
der Platten zu erreichen. Auch noch aus 
einem anderen Grunde ist dieses Ver- 
fahren fiir die Analyse ungeecignet, wie 
der folgende Versuch zeigt. 

Ks sollte zur Erzeugung eines ,,kiinst- 
lichen Hemmbhofes (organismenfreie 
Zone) der Randwachstumseffekt auf 
Trypsin-Pepton-Agarplatten tiberprtft 
werden. Um gleichzeitig ein gleichmaBiges 
Oberflachenwachstum auf der Platte zu apn. 2. Testplatte nach Oberflichen- 
bekommen, wurde ein Filtrierpapierring elnnting mit Bante bil, ua 
ausgeschnitten, dessen auBerer Durch- Hin Férderungswall ist sichtbar 
messer dem der Agarplatte entsprach. 

Ich legte den Ring auf die Agarplatte und verteilte auf ihm 1—2 ml 
einer Sporensuspension des Bacillus subtilis, so daB sich die Bakterien 
durch das Papier hindurch auf dem Agar gleichmaBig verteilen konnten. 
Das iiberschiissige Wasser wurde durch kurzes Antrocknen der Platte 
entfernt und dann der Papierring abgenommen. In der Mitte der Platte 
blieb eine organismenfreie Zone, die am Rand mit feinen Glasnadeln 
markiert wurde. Nach 24 Std Bebriiten bei 30°C war ein gut ausgebil- 
deter Férderungswall zu erkennen (Abb.2), der auf den ersten Blick ein 
Randwachstumseffekt zu sein schien. Das trifft in gewisser Weise zu, ist 
aber insofern fiir die Analyse irrefiihrend, als diese Forderung dadurch 
zustandekommt, daB Bacillus subtilis konzentrisch in die organismen- 
freie Zone hineinwiachst, was nicht den Gegebenheiten der durch Hemm- 
stoffe verursachten Hemmzonen entspricht. Die Férderungen lagen 
namlich, wie die Glasnadelmarkierung zeigte (Abb.3), innerhalb des 
,,Hemmhofes“ (hier der bakterienfreien Zone) und nicht am Rande. Ks 
wurden daher in den folgenden Versuchen alle Agarplatten durch Suspen- 
dieren der Bakterien im flissigen Agar und nachfolgendes GieBen her- 


gestellt. 
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Auch Harris u. Jacogs (1953) benutzten Bakterien-Agargu8platten 
und erzielten organismenfreie Zonen zur Uberpriifung des Randwachs- 
tumseffektes, indem sie aus den Agarplatten Zonen von 20 mm Durch- 
messer ausstanzten und die Lécher nachher wieder mit unbeimpftem 
Nahragar ausfiillten. Diese Methode hat aber einen Nachteil: lm Rand- 
bereich der Zonen kommt durch das Aufeinandertreffen zweier nicht zum 
gleichen Zeitpunkt gegossener Agarmassen eine andere Beschaffenheit 
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Abb. 3. Querschnitt durch die Agarplatte der Abb. 2 (schematisch). Erklarung im Text 
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Abb. 4. Querschnitt durch eine Bakterien-AgarguBplatte (schematisch). a bei Erzeugung des Rand- 
wachstumseffektes durch partielles Abdecken; b bei Patulineinwirkung (50 wl, 1°/,ig) im Lochtest 


und ein anderer Triibungseffekt des Agars zustande als in den Agar- 
massen der inneren und auBeren Zonen, was in den quantitativen Aus- 
wertungen stets ein unbekannter Fehler sein wird. 

Diese Fehlerquelle kann man ausschalten, wenn man sich das Sauer- 
stoffbediirfnis von Bacillus subtilis zanutze macht, der in den AgarguB- 
platten nur in der obersten Schicht des Agars gut wachst. In den tieferen 
Schichten findet infolge Sauerstoffmangels nur sparliches oder gar kein 
Wachstum statt (Abb.4). Deckt man die beimpften Agarplatten wah- 
rend des Bebriitens partiell mit diinnen Glasscheiben ab, dann findet an 
diesen Stellen kein Wachstum statt. Somit war eine Methode gefunden, um 
bewuchsfreie Zonen auf Agarplatten von Bacillus subtilis zur Priifung des 
Randwachstumseffektes zu erzeugen, die den oben erwahnten Nachteil 
nicht hatten. Unter den tibrigen Bedingungen des Testes (28 Std Bebriiten 
bei 30°C) wurde so fiir den Randwachstumseffekt eine Wachstumssteige- 
rung von 52°/, gegentiber der normal bewachsenen Testplatte festgestellt. 
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Der Randwachstumseffekt wird allgemein auf ein erhéhtes Nahrstoff- 
angebot im Randbereich der Hemmzone zuriickgefiihrt, andererseits 
wachst Bacillus subtilis nur in einem kleinen Bereich in der oberen 
Schicht der Agarplatte. Es ist deshalb der Nachschub von Nahrstoffen 
von unten nach oben leicht méglich. Sollten in den tiefer liegenden Agar- 
schichten wahrend des Wachstums bereits Nahrstoffe der Mikroorganismen 
ins Minimum und hierdurch das Wachstum zum Stillstand gekommen 
sein? Nur so ware das verstarkte Wachstum durch einen horizontalen 
Nahrstoffnachschub im Randgebiet der Hemmhéfe zu verstehen. 

Es wurde daraufhin im Lochtest Trypsin-Pepton-Nahrlosung (1 bis 
5°/,ig) gegen Bacillus subtilis gepriift, um festzustellen, ob ein zusatz- 
liches Nahrstoffangebot Férderungen verursachen kann. Das Ergebnis 
war negativ, d. h. es konnten keine Férderungen beobachtet werden. Ich 
konnte also den TP-Nahrboden als optimal und hinreichend bevorratet 
annehmen und aus dem Ergebnis schlieBen, da auch noch geniigend 
Nahrstoffreserven vorhanden waren, als das Wachstum der Mikroorga- 
nismen zum Stillstand kam. Fir den Randwachstumseffekt muBte in- 
folgedessen nach einer anderen Erklirung gesucht werden. 

Forderungen brauchen nicht immer nur durch Zusatz fordernder 
Substanzen zu entstehen, sondern kénnen ebensogut durch Entziehung 
hemmender Substanzen verursacht werden. Auf diese Méglichkeit der 
Foérderung wurde von STEPHENS (Harris u. Jacoss 1953) hingewiesen. 
Nimmt man also an, daB Bacillus subtilis wihrend des Wachstums Sub- 
stanzen in den TP-Agar ausscheidet, die sein eigenes Wachstum hemmen, 
also eine Art Selbstvergiftung verursachen kénnen, dann besteht fiir 
diese Hemmstoffe im Randbereich der Hemmzone nach der Mitte zu 
ein steiles Diffusionsgefalle, denn die autotoxischen Hemmstoffe werden 
in dieser Zone nicht gebildet und miissen dorthin diffundieren. Das be- 
deutet aber, daB die Mikroorganismen im Randgebiet der Hemmzonen 
starker wachsen kénnen, weil sie sich dort selbst weniger hemmen als im 
ubrigen Wachstumsgebiet der Agarplatte. Im Einklang mit dieser Vor- 
stellung steht die Tatsache, daB die Férderungen des Randwachstums- 
effektes erst dann in voller Starke sichtbar werden, wenn das Wachstum 
der normal bewachsenen Platte bereits zum Stillstand gekommen ist, 
d. h. die Selbstvergiftung im Randbereich der Hemmzonen setzt spater 
ein, das Wachstum ist dort langer moéglich. 

Die Vorstellung kann aber erst dann als richtig gelten, wenn die Mog- 
lichkeit der Selbstvergiftung des Bakterienstammes bewiesen ist. Es ist 
tatsaichlich gelungen, Hemmstoffwirkungen des Bacillus subtilis ,,gegen 
den eigenen Stamm“ nachzuweisen, wie der folgende Versuch zeigt. 

Aus einer 20 Std bei 30°C bebriiteten Bacillus subtilis-Agarplatte 
sind Scheiben von 3 cm Durchmesser ausgestanzt, in eine noch nicht 
gegossene Penicillin-Testplatte tibertragen und dann der Raum um die 
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Scheiben herum in gleicher Schichtdicke mit TP-Agar, in dem zuvor 
Bacillus subtilis-Sporen suspendiert worden waren, ausgegossen worden. 
Nach dem Erstarren wurde der Agar weitere 24 Std bei 30°C bebriitet. 
Wiahrend dieser Zeit diffundierten aus den eingesetzten Scheiben ein 
oder mehrere Hemmstoffe in den frisch beimpften Agar hiniiber und 
hemmten den dort wachsenden Bacillus subtilis in einer 2—3 mm breiten 
Zone. Somit war im vorliegenden Fall der Nachweis von Hemmstoffen 
erbracht, die gegen den eigenen Stamm wirkten. Selbsthemmungen die- 
ser Art sind von Horvati u. Natonek (1955) sowie von SKOLAUDE u. 
WARTENBERG (1956) bei Actinomyceten beobachtet worden. Sie sind 
sicher auch bei anderen Mikroorganismen zu erwarten. 

Der Randwachstumseffekt braucht also nicht immer nahrstoffbedingt 
zu sein und wird es vermutlich in allen den Fallen nicht sein, in denen 
der Nahrboden fiir den Testorganismus optimal ist. Es ist deshalb neben 
dem Randwachstumseffekt erster Art (nahrstoffbedingt) noch ein sol- 
cher zweiter Art zu erwarten, der auf die im Randgebiet der Hemmzone 
verminderte autotoxische Wirkung der Hemmstoffe des Testorganis- 
mus zurickgefiihrt werden muB. 

Hotr (1952) hatte festgestellt, da8 verschiedene Sulfonamide keine 
Férderungen am Rande von Hemmzonen verursachten, also offenbar 
nur hemmende Wirkungen hatten. Um zu priifen, wie sich der Rand- 
wachstumseffekt verhalt, wenn man Substanzen im Diffusionstest ver- 
wendet, die keine fordernden Konzentrationswirkungen erwarten lassen, 
wurden folgende Sulfonamide verwendet: Globucid, Supracid, Arist- 
amid, Eleudron, Gantrisin, Albucid, Euvernil und Solu-Supronal. Von 
jedem Sulfonamid wurden eine Suspension oder Lésung in Wasser ange- 
fertigt und mit diesen durch entsprechende Verdiinnungen verschieden 
groBe Hemmhofe im Diffusionstest erzeugt. Das Ergebnis war fiir alle 
verwendeten Sulfonamide eindeutig, nimlich diffuse Hemmhéfe bis zu 
4,5 cm Durchmesser ohne jegliche Férderung (Albucid, Euvernil, Solu- 
Supronal) oder mit Férderungen (Globucid, Supracid, Aristamid, Eleu- 
dron, Gantrisin; nur bei gréBeren Hemmhéfen), die gerade noch erkenn- 
bar waren und weit unter der GroBe des Randwachstumseffektes lagen. 
Der Randwachstumseffekt wird also durch Substanzen, die auch in nie- 
deren Konzentrationen nur hemmend wirken, vollstindig oder teilweise 
unterdriickt. 


2. Hinflup der Versuchsbedingungen auf die Ausbildung 
der Forderungen 
Schon in der alteren Literatur finden sich Hinweise, daB die Versuchs- 
bedingungen groBen Kinflu8 auf die Wachstumsforderungen haben. 


So schreibt beispielsweise SurrFERT (1920) bei Versuchen mit Silber als hemmen- 
dem Agens: ,,Die ersten Platten waren ein Miferfolg; entweder wurde nur ein bloBer 
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keimfreier Hof sogar ohne Wachstumssteigerung oder ein keimfreier Hof zwar 
mit Randwulst, aber ohne Hemmungszone erzielt. Die nachsten Serien 
lieBen jedoch den wahrscheinlichen Grund fiir diese negativen Resultate in 
nichts anderem als in irgendwelchen technischen Fehlern suchen (zu dick ge- 
gossene Platten?); denn die letzten 20 Platten zeigten ausnahmslos und in durch- 
aus eindeutiger Weise stimtliche Zonen, die man auf Grund des Arndtschen Gesetzes 
erwarten durfte.“ 


Die Schichthéhe des Agars beeinfluBt die Diffusion des Hemmstoffes 
und beeinflu8t auch die GréBe des Randwachstumseffektes. Mit zuneh- 
mender Agardicke nimmt der Randwachstumseffekt ab, wie ich in eige- 
nen Versuchen beobachten konnte. Offensichtlich beruht das darauf, daB 
die autotoxischen Hemmstoffe des Testorganismus nicht nur zum Hemm- 
hof, sondern auch in die tieferen Schichten des Agars verstarkt abdiffun- 
dieren kénnen. Die Folgerung von SEIFFERT, seine zunichst erzielten 
MiBerfolge auf zu stark gegossene Platten zuriickzufiihren, ist sicher 
richtig. Seine Aussage, die Férderung sei allein auf die Wirkung unter- 
schwelliger Hemmstoffkonzentrationen zuriickzufiihren, wage ich aber 
zu bezweifeln. 


Wie man sich leicht tiberzeugen kann, ist die GréBe des Randwachs- 
tumseffektes in bestimmten Grenzen auch vom Hemmzonendurchmesser 
abhangig. Legt man auf eine Bakterien-AgarguBplatte eine keilférmig 
zugeschnittene diinne Glasscheibe und bebriitet (28 Std bei 30°C), so 
entsteht auch hier am Rand der partiellen Abdeckung der Randwachs- 
tumseffekt, aber nicht gleichmaBig stark wie bei der kreisférmigen Ab- 
deckung. An der Spitze der keilformigen Glasscheibe ist er gleich Null 
und nimmt dann an den sich 6ffnenden Schenkeln des spitzen Winkels 
bis zu einem bestimmten Punkt staéndig zu, um dann konstant zu bleiben. 
Dieser ,,Sattigungspunkt ist bei kreisférmiger Abdeckung dann er- 
reicht, wenn man Hemmzonendurchmesser von etwa 2cm auf den 
TP-Agarplatten unter den beschriebenen Bedingungen erzeugt. Bei kleine- 
ren Durchmessern nimmt der Randwachstumseffekt ab. Diese Abhan- 
gigkeit des Randwachstumseffektes mu8 man in den Untersuchungen 
beachten. 


Uber Faktoren, die Férderungen beeinflussen, ist verschiedentlich berichtet 
worden. Harris u. JAcoss (1953) fiihrten den KinfluB der Nahrbodenzusammen- 
setzung an, GROSSBARD (1955) die Hemmstoffkonzentration, und WaLLHAUSSER 
u. RrppEL-BaLpEs (1950) wiesen nach, daB Bacillus mycoides in Abhaingigkeit vom 
Alter unterschiedlich auf das Patulin reagiert. 

Welche Bedeutung die Versuchsbedingungen fiir das Zustandekommen der Fér- 
derungen haben, geht am deutlichsten aus den widersprechenden Ergebnissen ver- 
schiedener Autoren hervor. So haben beispielsweise Harris u. JAcoss (1953) im 
GuBplattenverfahren Férderwirkungen des Penicillins nachgewiesen, vAN Mar- 
wYCcK (1949) berichtet dagegen, daB es ihm nach diesem Verfahren nie gelang, eine 
Forderwirkung des Penicillins zu erzielen, wohl aber im Oberflachenverfahren auf 
Agarplatten. 
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3. Ergebnisse einiger Férderungsanalysen 
a) Wirksame Antibiotica gegen Bacillus subtilis 


Kultiviert man den Actinomyceten-Stamm G 25, der als Streptomyces 
coelicolor! identifiziert wurde, auf Glycerin-Glykokoll-Nahrlésung, so 
verfarbt sich im Verlauf von 3—4 Wochen die Nahrlésung tief dunkel- 
blau und die Kulturfiltrate sind gegen Bacillus subtilis antibiotisch aktiv. 
Es war nun besonders die Tatsache von Interesse, daB beim Antibiose- 
test am Rande der Hemmzonen starke Wachstumsforderungen zustande- 
kamen. Um zunachst die Frage zu klaren, ob das Antibioticum allein 
oder auch Begleitstoffe Forderungen verursachten, wurde versucht, das 
Antibioticum zu isolieren. Die Arbeit war dadurch erleichtert, daB der 
blaue Farbstoff mit dem Antibioticum identisch zu sein schien. 

Der Farbstoff fiel beim Ansaiuern der alkalischen Kulturfiltrate als voluminéser 
flockiger Niederschlag aus, wobei die Farbe in Rot umschlug. AnschlieBend wurde 
filtriert und der Niederschlag auf dem Filter mit verdiinnter Salzsiure und Wasser 
gewaschen, bis das Filtrat nur noch schwach gefarbt war. Dann léste ich den 
Niederschlag in n/10 NaOH und wiederholte den Prozefi zweimal. Das letzte Mal 
wurde der Niederschlag aus der Lésung heraus zentrifugiert und bei 40—50°C 
getrocknet. 

Das Verhalten des Farbstoffs, in alkalischer Lésung blau und im sau- 
ren Medium rot zu sein bzw. bei héheren Konzentrationen durch Saure- 
zusatz auszufallen, fiihrte zu der Vermutung, daB es sich um das von 
BRocKMANN u. Prnt (1947) isolierte Antibioticum Actinorhodin handeln 
kénne. Weitere Versuche haben die Richtigkeit der Vermutung be- 
statigt. 


So lag der Umschlagspunkt in Ubereinstimmung mit Befunden der genannten 
Autoren knapp unterhalb des Neutralpunktes und die Léslichkeiten sowie die Far- 
ben (BROCKMANN, PINT u. v. PLoTHO 1950) in verschiedenen Lésungsmitteln stimm- 
ten ebenfalls tiberein. 

Die weitere Reinigung des Farbstoffs wurde nach dem Verfahren der kontinuier- 
lichen Elektrophorese in der Apparatur nach GrAssMANN durchgefiihrt. Die Sub- 
stanz wanderte im elektrischen Feld (35 V, 1,3 Milliamp.) anodisch. Als Lésungs- 
mittel wurde n/100 NaOH verwendet, desgleichen als Fliissigkeit beim Lauf des 
Antibioticums. Der Hauptteil der wirksamen Substanz sammelte sich in 3—4 Rohr- 
chen. Braune und graue Verunreinigungen blieben entweder am Auftragungspunkt 
zuriick oder wurden weniger stark zur Anode abgelenkt. 


Das gereinigte Actinorhodin ist dann nach dem Fallen und nach noch- 
maligem Waschen fiir die Diffusionsteste benutzt worden. Eine photo- 
metrische Messung der Férderungsintensitét im Diffusionstest war mit 
der beschriebenen Methode infolge der Kigenfarbe des Actinorhodins nicht 
moglich. Verglich man aber die Férderung, die am Rande einer durch 
Abdecken kiinstlich erzielten Hemmzone, also als Randwachstumseffekt, 
zu erzielen war, mit der durch das Actinorhodin verursachten, so ergab 


' Fir Unterstiitzung bei der Bestimmung der Actinomyceten danke ich hiermit 
Herrn Dr. G. M. Horrmann, Aschersleben, bestens. 
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sich eindeutig, daB letztere wesentlich stairker war, d. h. daB das Anti- 
bioticum im Randgebiet der Hemmzone eine zusatzliche Foérderung 
beim Testorganismus bewirkte. 

Als weiteres Beweisverfahren fiir die fordernde Wirkung des Actino- 
rhodins wurde der Wallhaussersche Interferenztest (WALLHAUSSER 1951 b) 
verwendet. Legt man 2—3 Hemmzonen so an, daB sich ihre Férderungs- 
zonen tiberschneiden, dann kann man erwarten, daB bei Wirkung eines 
fordernden Begleitstoffes des Antibioticums im Schnittpunkt eine ver- 
starkte Férderung entsteht, andernfalls bei fordernder Wirkung unter- 
schwelliger Hemmstoffkonzentrationen durch Addition der Schwellenwert 
tiberschritten wird und eine Ausléschung der Férderung erfolgt!. Letz- 
teres trat bei Testung von Actinorhodin gegen Bacillus subtilis ein. Es gibt 
also effektiv eine fordernde Wirkung gering konzentrierter Antibiotica. 

An der Foérderung des Bacillus subtilis im Diffusionstest des Actino- 
rhodins ist auBer dem Randwachstumseffekt nur noch das Antibioticum 
beteiligt gewesen. Es ist unwahrscheinlich, da8B Begleitstoffe des Actino- 
rhodins wirksam waren, denn das Antibioticum war zuvor elektrophore- 
tisch gereinigt worden und auBerdem war im Wallhausserschen Inter- 
ferenztest bei Uberschneidung der Férderungszonen eine Hemmung 
sichtbar. 

In Versuchen mit dem Penicillium-Stamm 42, der von GERSTNER 
(1956) als P. expansum bestimmt worden war, konnte ich bei Bacillus 
subtilis als Testorganismus nicht nur Hemmungen des Wachstums, son- 
dern auch Férderungen am Rande der Hemmzonen feststellen. Um zu 
klaren, ob diese Wachstumsférderungen durch das Antibioticum oder 
durch andere im Kulturfiltrat enthaltene Stoffe verursacht worden waren, 
habe ich wie bei den Versuchen mit Actinomyceten das Antibioticum 
isoliert und als Patulin identifiziert (OpEL 1957 a). 

Als Nahrlésung zur Ziichtung des Pilzes wurde Czapek-Dox-Nahrlésung (JANKE 
1946) verwendet und je 100 ml in 300 ml-Erlenmeyerkolben bei 120°C (30 min) 
oder dreimal im Dampftopf sterilisiert. 12—14 Tage nach der Beimpfung und bei 
einer Temperatur von 24°C hatte der Pilz das Maximum seiner Antibioticum- 
bildung erreicht und wurde durch Faltenfilter filtriert. Dem gelblichen bis braunen 
Kulturfiltrat setzte ich gekérnte Aktivkohle zu, die zuvor in der Reibschale etwas 
zerrieben worden war, schiittelte gut durch und filtrierte erneut ab. Das Filtrat war 


meist farblos und hatte bei Verwendung geniigender Mengen Aktivkohle keine anti- 
biotische Aktivitat. Die Aktivkohle wurde bei 40—50° C getrocknet und im Soxhlet- 


1 Bs ist denkbar, da® auch bei Férderungen durch Begleitstoffe eines Antibioti- 
cums im Interferenztest ein Ausléschen der Férderung stattfinden kann, namlich 
dann, wenn im Forderungsbereich zwar das Antibioticum vorliegt, aber in dieser 
Konzentration auf den Testorganismus weder férdernd noch hemmend wirkt, so 
daB der Begleitstoff férdernd wirken kann. Bei Uberschneidung der Zonen ware 
dann eine Unterdriickung der Férderung durch die Addition der Antibioticakon- 
zentrationen zu erwarten. Der Wallhaussersche Interferenztest ist deshalb nur mit 
Vorsicht als Beweismittel zu verwenden. 

3% 
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Apparat mit Aceton mehrere Stunden extrahiert. Nach Zusatz von 20°/, Wasser 
ist das Aceton abdestilliert und die verbleibende waBrige antibioticumhaltige 
Losung mit Ather mehrmals ausgeschiittelt worden. Die Atherfraktionen wurden 
vereinigt, der gréBte Teil des Athers abdestilliert und der Rest in eine Abdampf- 
schale gegossen, wo die letzten Atherreste langsam verdampften. Der Riickstand 
war eine syrupartige braune Masse, in der nach einigen Tagen prismatische und 
plattenformige Kristalle erschienen. Durch drei- bis viermaliges Kristallisieren aus 
Ather und Chloroform wurden die Kristalle von den letzten Spuren von Verunreini- 
gungen befreit. Die erhaltenen weiBen Kristalle waren gelost von hoher antibioti- 
scher Aktivitat. 

In der oben besprochenen Weise wurden die Intensitaten der Férde- 
rungen festgestellt, die zu erhalten waren, wenn einerseits unbehandeltes 
Kulturfiltrat des Penicilliwm-Stammes 42 und andererseits das aus ihm 
isolierte Antibioticum Patulin auf Bacillus subtilis emwirkten. Es wurde 
eine Konzentration von 1 mg Patulin je Milliliter verwandt, das ent- 
sprach ungefahr der wirksamen Menge des Antibioticums im unverditinn- 
ten Kulturfiltrat. Das Bebriiten der Testplatten erfolete 28 Std bei 30°C. 
Die Messungen ergaben in beiden Fallen eine 74°/,ige Wachstumssteige- 
rung, so daB man daraus schlieBen konnte, daB keine Begleitsubstanzen 
des Patulins an der Forderung durch das Kulturfiltrat beteiligt waren. 
Rechnet man wie im oben beschriebenen Versuch von der 74°/,igen 
Wachstumssteigerung den empirisch ermittelten Randwachstumseffekt 
(52°/,) ab, so verbleiben fiir die Wirkung des Patulins 22°/,. 


b) Wirksame Antibiotica gegen Colletotrichum atramentarium 
Als Antibioticabildner fiir die Untersuchungen wurden aus dem Insti- 
tut fiir allgemeine Botanik der Friedrich-Schiller- Universitat Jena einige 
Actinomycetenstamme (@ 12, G 25, G 35,G 7, AW,, AW,) zur Verfiigung 
gestellt, die zum Teil im Strichtest gegen Colletotrichum atramentarium 
starke Antibionten waren. 


GEMEINHARDT (1954) hatte tiber Férderungswalle bei Colletotrichum 
atramentarium berichtet, die er beim Strichtest von Actinomyceten 
gegen den Erreger der Colletotrichum-Welke der Kartoffel fand. Errra 
(1955, 1958) konnte bei Antibioseversuchen mit Colletotrichum und ver- 
schiedenen Bakterien Férderungen des Pilzes am Rande der Hemm- 
zonen beobachten und wies fiir den Bakterienstamm 056 nach, daB offen- 
bar Abbauprodukte des Hemmstoffes die Férderungen verursachten. In 
der angelsaichsischen Literatur erschien von GrossBaRrD (1955) eine kurze 
Abhandlung, in der mitgeteilt wurde, daB Antibiotica aus Actinomy- 
ceten den ReifeprozeB von Colletotrichum atramentarium (Sklerotien- 
bildung!) beschleunigten und das Mycelwachstum verstirkten. Die Frage, 
ob diese Férderungen tatsichlich durch die Antibiotica oder durch an- 
dere Stoffwechselprodukte der Actinomyceten hervorgerufen werden, ist 
noch nicht geklart. 
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Aus Tab.1 sind die Ergebnisse des Strichtestes der Actinomyceten 
gegen Colletotrichum atramentarium zu ersehen. 


Verwendet wurden drei verschiedene Nahrbéden: 1. Starke-Agar A (WAKSMAN 
1950), 2. Glycerin-Glykokoll-Agar (LINDENBEIN 1952, aber nur mit 0,2%/, Glyko- 
koll) und 3. Czapek-Dox-Agar (JANKE 1946); alle Nahrbéden mit 3°/, Agarzusatz. 
Die Actinomyceten wurden strichformig auf die Agarplatten aufgeimpft und die 
Platten nach 2—3 Tagen Bebriiten bei 30°C mit einer Sporensuspension von Colleto- 
trichum atramentarium bespriiht. Die Auswertung erfolgte nach Ablauf weiterer 
7 Tage Bebriiten bei 24°C. Die Millimeterangaben in Tab. 1 beziehensich auf die Hemm- 
zonenbreite vom Rand der Actinomycetenkolonie bis zum Rand der Hemmzone. 


Tabelle 1. Testergebnisse der Actinomyceten im Strichtest gegen Colletotrichum 


atramentarium 
Wachstum des Testpilzes auf 
Stamm- 
bezeichnung Stiirke-Agar A Glycerin- Glykokoll-Agar Czapek-Dox-Agar 
(WAKSMAN 1950) (LINDENBEIN 1952) (JANKE 1946) 
AW, sehr schlechtes totale Hemmzone 16mm | Hemmzone 14mm 
Wachstum diffuse Hemmzone 8 mm mittlerer Wall 
mittlerer Wall 
AW, sehr schlechtes totale Hemmzone 15 mm | Hemmzone 13 mm 
Wachstum diffuse Hemmzone 8 mm mittlerer Wall 
mittlerer Wall : 
G 12 Hemmzone 9 mm diffuse Hemmzone 10mm | Hemmzone 9 mm 
mittlerer Wall mittlerer Wall schwacher Wall 
G 25 keine Hemmung keine Hemmung keine Hemmung 
kein Wall kein Wall kein Wall 
G 35 Hemmzone 15mm | Hemmzone 3 mm Hemmzone 7 mm 
starker Wall kein Wall starker Wall 
G7 keine Hemmung keine Hemmung keine Hemmung 
kein Wall kein Wall | kein Wall 


Mit den sechs gepriiften Actinomyceten waren Forderungen stets nur 


im Zusammenhang mit antibiotischen Effekten zu beobachten. Inter- 
essant war bei Stamm G@ 35, der groBe Ahnlichkeit mit dem von KRASssIL- 
NIKOW (1949) beschriebenen Actinomyces violaceus hat!, daB nicht auf 
allen Nahrbéden Wallbildung eintrat, obwohl die antibiotischen Effekte 
vorhanden waren. Man konnte dagegen einwenden, dafB in diesem Fall 
kein Antibioticum gebildet wurde, sondern die Hemmung auf eine Nahr- 
bodenkonkurrenz zuriickzufiihren gewesen sei; aber Hemmungen ohne 
Foérderungen lassen sich mit G 35 auch auf Starke-Agar-Platten erzeugen 
(Abb.5). DaB es sich hier nicht um eine Nahrbodenkonkurrenz handelte, 
konnte bewiesen werden. Es wurden zu diesem Zweck aus der Hemm- 
zone Agarstiickchen ausgestanzt und in Locher auf Starke-Agarplatten 


1 Anmerkung wiéhrend der Korrektur. Der Actinomyceten-Stamm ist mit dem von 
G. F. Gause u. Mitarb. (Zur Klassifizierung der Actinomyceten, Jena: Fischer- 
Verlag 1958) beschriebenen Actinomyces violaceorectus identisch. 
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eingesetzt, die nachtraglich mit Colletotrichum atramentarium bespriht 
wurden. Damit konnte eindeutig die Diffusion eines Antibioticums nach- 
gewiesen werden (Abb.6), die keine Wallbildung zur Folge hatte. 

Wie schon GrossBarp feststellte, mu man zwischen Wachstums- 
férderungen und beschleunigtem ReifeprozeB der Sklerotien bei Colleto- 
trichum unterscheiden. So braucht z.B. eine verstirkte Pigmentbildung 
am Rande der Hemmzonen keine Wachstumsférderung zu sein. Infolge- 
dessen kann man die Pigmentierung nicht als MaB der Forderung be- 
nutzen, obwohl bei Wachstumsférderungen des Mycels sekundar eine 


Ge 


we 


Abb. 5. Strichtest des Actinomyceten-Stam- Abb. 6. Ausgestanzte Agarscheiben aus den 
mes G 35 gegen Colletotrichum atramentarium Hemmzonen der Strichteste von G 35 gegen 
auf Stirke-Agarplatten. Der Actinomycet Colletotrichum atramentarium. 1, 2 und 3 bei 
erhielt eine Zeitvorgabe von 36 Std. Keine 57 Std Zeitvorgabe des Actinomyceten; 4 bei 
Férderungen 36 Std Zeitvorgabe des Actinomyceten 


verstarkte Pigmentbildung durch eine gréfere Anzahl von Sklerotien 
erfolgt (Abb.7). 

Die Analyse der Wachstumsforderungen bei Colletotrichum atramen- 
tarium wurde dadurch erleichtert, daB keine Randwachstumseffekte auf- 
traten (Abb.8), andererseits war es aber gerade im Fall der starksten 
Forderung (@ 35) nicht moéglich, das Antibioticum zu isolieren. Der 
Grund hierfiir war, daB der Actinomycet das Antibioticum in fltissigen 
Substraten nicht bildete, obwohl die gleiche Nahrlosungszusammen- 
setzung wie im Strichtest benutzt wurde. Alle Versuche in dieser Rich- 
tung verliefen ergebnislos, so daB lediglich die Férderungen auf festen 
Substraten analysiert werden konnten. 

Ks wurde bereits berichtet, daB G 35 auf Starke-Agar-Platten nicht 
immer Foérderungen des Colletotrichum atramentariwm verursachte, ob- 
wohl Hemmzonen mit nachweisbarem Antibioticumgehalt vorhanden 
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waren. Das beweist zundchst nur, daB das Antibioticum selbst nicht in 
minderen Konzentrationen fordernd wirken kann. Der Fall, daB die For- 
derung ausbleibt, tritt dann ein, wenn man den Actinomyceten nur 
24—36 Std und nicht, wie tiblich, 2—3 Tage Vorlauf auf den Platten 
gibt. Wenn mindere Konzentrationen des Antibioticums Férderungen 
bewirken kénnten, dann miiBten letztere bei geringerer Vorlaufzeit in 
Erscheinung treten. Das war aber nicht der Fall. Diese Beobachtung 
steht im Einklang mit den Angaben von GrossBaRD (1955), wonach 


Abb. 7. Strichtest des Actinomyceten-Stammes G 35 gegen Colletotrichum atramentarium. 57 Std 

Zeitvorgabe des Actinomyceten. a 5 Tage nach der Bespriithung mit Colletotrichuwm atramentarium. 

Der Pfeil deutet auf das verstirkte Mycelwachstum, das an dieser Stelle des Férderungswalles 

zwischen einigen bereits stark pigmentierten Sklerotien noch sichtbar ist. b 8 Tage nach der 
Bespriihung; die Sklerotienbildung ist beendet 


geringe Konzentrationen der Antibiotica keine Férderungen verursachen. 
Hierbei ist noch nicht gesagt, daB die Antibiotica die Forderungen nicht 
hervorrufen; sie kénnen ja indirekt durch ihre Abbauprodukte fordernd 


Tabelle 2. Hrgebnisse des Strichtestes mit dem Actinomyceten-Stamm G 35 gegen 
Colletotrichum atramentarium bei verschiedener Zeitvorgabe 


Zeitvorgabe des Actinomyceten Durchmesser der Hemmzonen | Forderwirkung 
in Tagen in Zentimeter | 
2 2,5 keine Forderung 
2—3 3,4 Forderung 
4—5 4,1 keine Férderung 


wirksam sein. Man kénnte sich vorstellen, da die Abbauprodukte for- 
dernd wirken, wenn sie in gentigender Menge anfallen, wenn also die 
Konzentration der Antibiotica und somit ihr Diffusionsgefalle auf den 
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Agarplatten entsprechend hoch sind. Hiergegen spricht aber in unserem 
Fall, da® keine Férderungen entstehen, wenn man den Actinomyceten 
4—5 Tage Vorlauf gibt (Tab.2). AuBerdem kann man auch an den 
Schnittpunkten von Férderungswillen additive Wirkungen, also ver- 
stiirkte Forderungen beobachten (Abb.9). 

Es war weiterhin noch die Frage von Interesse, ob bekannte Actino- 
myceten-Antibiotica Hemmungen mit Forderungswallen bei Colletotri- 
chum atramentarium hervorrufen kénnen. Im Lochtest wurden zur Pri- 
fung dieser Frage mehrere Actino- 
myceten-Antibiotica als 1°/,ige 


Srna Garces se 


Abb. 8. Versuch zur Hrzeugung des -Rand- Abb. 9. Strichtest des Actinomyceten G 35 


wachstumseffektes bei Colletotrichum atramen- gegen Colletotrichum atramentarium. Am 
tarium durch partielles Abdecken wiihrend des Schnittpunkt der beiden Férderungszonen 
Bespriihens und Bebriitens der Agarplatte. Das erfolgt eine verstiirkte Férderung 


Ergebnis ist negativ 


Lésungen bzw. Suspensionen gepriift. Je Loch wurden 75 yl einpipettiert. 
Von den gepriiften 6 Antibiotica Magnamycin, Aureomycin, Terramycin, 
Streptomycin, Actinomycin C und Chloromycetin* verursachte nur Acti- 
nomycin C eine Hemmzone von 2 cm Durchmesser ohne Wallbildung, 
alle anderen Antibiotica waren unwirksam. In der gleichen Konzentra- 
tion, wie sie fiir diese Versuche verwendet wurde, hemmte auch das aus 
Penicillium expansum Stamm 42 isolierte Patulin Colletotrichum atra- 
mentarium (3 cm Hemmzonendurchmesser), aber ebenfalls ohne Foérde- 
rung. 


Besprechung der Ergebnisse 
Bereits Inaram (1951) und Hott (1952) hatten darauf hingewiesen, 


daB auf Diffusionstestplatten mit Forderungen am Rande der Hemm- 
zonen zu rechnen ist, die nicht durch die zugegebenen Hemmstoffe her- 


1 Die Antibiotica wurden freundlicherweise vom Institut fiir Mikrobiologie und 
Experimentelle Therapie Jena zur Verfiigung gestellt. 
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vorgerufen werden. Die unverbrauchten Nahrstoffe der Hemmzonen, die 
den im Randbereich der Hemmhéfe wachsenden Mikroorganismen zu- 
sdtzlich zur Verfiigung stehen, sollen dafiir verantwortlich sein. Die 
gleiche Erscheinung wird hier in der Abhandlung als nahrstoff- 
bedingter Randwachstumseffekt oder Randwachstumseffekt 
erster Art bezeichnet. Harris u. Jacoss (1953), die hemmstoffunab- 
hangige Férderungen experimentell erzeugten, fiihrten sie ebenfalls auf 
diese Ursache zuriick. 

Ich konnte keinen nahrstoffbedingten Randwachstumseffekt fiir den 
Trypsin-Pepton-Nahrboden mit Bacillus subtilis nachweisen, weil der 
Testorganismus auf diesem Nahrboden unter Sattigungsbedingungen 
wuchs und deshalb von der Nahrstoffseite auch keine Férderung zu er- 
warten war. Bei der dennoch auftretenden Férderung handelte es sich 
um einen Randwachstumseffekt zweiter Art, der dadurch zu- 
stande kam, da autotoxische Hemmstoffe der Testorganismen im Rand- 
bereich der Hemmzonen durch Eindiffundieren in die Hemmzone eine 
Konzentrationsminderung erfahren hatten. 

In der Literatur tiber Fordereffekte unter Hemmstoffeinwirkung im 
Diffusionstest sind bisher die ,,Stimulationseffekte‘‘, wie sie durch unter- 
schwellige Hemmstoffkonzentrationen mdglich sein sollen, zweifellos 
tiberbewertet worden. Bis in die jiingste Vergangenheit (ZiscuKa 1955) 
wurde das Arndt-Schulzsche Gesetz in diesem Zusammenhang zitiert 
oder die Ursache der Férderungen auch ohne Bezug auf das Gesetz allein 
in Konzentrationseffekten der Hemmstoffe gesucht (Macpon 1958). Es 
kann zwar noch nichts mit Sicherheit dartiber ausgesagt werden, ob der 
Randwachstumseffekt zweiter Art im Mikroorganismenreich haufig 
moglich ist, weil noch zu wenig experimentelle Erfahrungen vor- 
liegen; doch lassen die haufig zu beobachtenden Selbstvergiftungs- 
erscheinungen bei Kulturversuchen mit Mikroorganismen erwarten, 
daB sie weit verbreitet sind und sicher auch Férderwirkungen der 
Hemmstoffe vortéuschen. 

Der bei Bacillus subtilis unter den beschriebenen Versuchsbedingun- 
gen festgestellte Randwachstumseffekt betrug 52°/, Wachstumssteige- 
rung gegentiber der normal bewachsenen Testplatte. Die Messung der 
Forderungsintensitat erfolgte mit einer photometrischen Methode. Bei 
Colletotrichum atramentarium als Testorganismus konnten unter den be- 
schriebenen Versuchsbedingungen weder Randwachstumseffekte erster 
noch zweiter Art beobachtet werden. Die Bildung autotoxischer Sub- 
stanzen, die zum Randwachstumseffekt zweiter Art fiihrt, ist vielleicht 
artspezifisch oder nur unter bestimmten Bedingungen méglich. SxKo- 
LAUDE u. WARTENBERG (1956) hatten ,,Antibiose im eigenen Stamme‘ 
nicht bei allen Stémmen gefunden, die zu antibiotischen Wirkungen be- 
fahigt waren. Zu Beginn der Férderungsanalyse ist zunachst von Fall zu 
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Fall zu priifen, ob man mit Randwachstumseffekten zweiter Art zu rech- 
nen hat oder nicht. 

In Antibioseversuchen des Actinomyceten-Stammes G 35 gegen den 
Pilz Colletotrichum atramentarium war eine starke Wallbildung am Rande 
der Hemmzonen sichtbar. Nach den Ergebnissen der analytischen Ver- 
suche zu schlieBen, ist es sehr wahrscheinlich, daB diese Wachstums- 
forderungen des Colletotrichum atramentarium nicht durch das Antibio- 
ticum des @ 35 oder seine Abbau- oder Umwandlungsprodukte, sondern 
durch ein anderes Stoffwechselprodukt des Actinomyceten verursacht 
wurden. 

Bei Verwendung von antibiotisch wirksamen Kulturfiltraten des Pent- 
cillium expansum Stamm 42 im Lochtest gegen Bacillus subtilis wurde 
das Wachstum des Testorganismus am Rand der Hemmzonen um 74°/, 
gesteigert. Auch das aus dem Kulturfiltrat rein isolierte Antibioticum, 
welches als Patulin identifiziert wurde, erhohte das Wachstum am Rande 
der Hemmzone um 74°/,. Der Randwachstumseffekt war unter den glei- 
chen Bedingungen, wie bereits erwihnt, mit 52°/, Wachstumssteigerung 
gemessen worden. So verblieb eine 22°/,ige Wachstumssteigerung, die 
allein auf die fordernde Wirkung des Patulins zuriickgefiihrt werden 
muBte. Weitere Faktoren konnten an der Férderung nicht mitbeteiligt 
sein, da Kulturfiltrat und reines Patulin die gleichen Wirkungen zeigten. 
Der Versuch bestitigte die von WattHAussER (1951a) bei Bacillus 
mycoides unter PatulineinfluB beobachteten Wachstumsforderungen fiir 
B. subtilis als Testorganismus. 

Ein aus Streptomyces coelicolor (Stamm G 25) isolierter blauer Farb- 
stoff, der antibiotisch gegen Bacillus subtilis wirksam war, wurde als 
Actinorhodin identifiziert. Auch bei ihm war es nach der Reinigung wahr- 
scheinlich, daB die Férderungen von Bacillus subtilis am Rande der 
Hemmzonen nicht durch Begleitstoffe des Antibioticums, sondern durch 
das Antibioticum selbst oder durch seine Abbauprodukte verursacht 
wurden. Eine Analyse der Férderungen mit Hilfe der photometrischen 
Methode war in diesem Fall aber infolge der EKigenfarbe des Antibioti- 
cums nicht méglich. Vergleiche der unter dem Hinflu8 des Antibioticums 
verursachten Foérderungen mit dem Randwachstumseffekt, die auch 
ohne Hilfe von MeBgeriten tiberzeugend waren, erbrachten jedoch ein- 
deutige Ergebnisse: Die Férderungen bei Antibioticumeinwirkung waren 
stets gréBer als der mégliche Randwachstumseffekt zweiter Art. 

Im letzteren Fall ist der quantitativen Analyse des Férderungsphano- 
mens eine Grenze gesetzt. Die photometrischen Messungen unter den er- 
waihnten Voraussetzungen sind nur dann zuverlassig, wenn nicht gleich- 
zeitig eine Absorption des Lichts im Photometer durch die Eigenfarbe 
des Antibioticums erfolgt. In gleicher Weise trifft das auch fiir Test- 
organismen zu, die eine ihrem Wachstum nicht proportional verlaufende 


ya 
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Farbstoffbildung aufweisen, wie z.B. die Sklerotienreifung bei Colleto- 
trichum atramentarium. Fir Pilze ist ohnehin in den meisten Fallen eine 
quantitative Analyse nicht durchfiihrbar, weil sie auf der Testplatte zu 
inhomogen wachsen. Hier miissen andere Wege des qualitativen Nach- 
weises beschritten werden. 

Die Ergebnisse des Diffusionstestes sind von vielen Faktoren abhangig. 
Hierin liegt eine weitere Einschrankung der analytischen Méglichkeiten. 
Man kann bei negativen Ergebnissen nicht mit Sicherheit sagen, daB mit 
fordernden Effekten des betreffenden Antibioticums nicht zu rechnen ist. 
Das Ergebnis gilt eben jeweils nur fiir die betreffenden gewahlten Ver- 
suchspartner und -bedingungen. DaB unter diesen Umstanden wider- 
sprechende Ergebnisse zustande kommen kénnen, ist zu erwarten. 

Ferner ist es schwierig, mit Sicherheit eine Aussage tiber die Ursache 
der Wachstumsforderungen im Diffusionstest zu machen, weil groke 
Schwankungen im AusmaB der Férderungen dadurch zustande kommen 
kénnen, da8B die beiden gegenlaufigen Diffusionen, nimlich die des Anti- 
bioticums vom Zentrum des Hemmbhofes zur Peripherie und die des vom 
Testorganismus gebildeten autotoxischen Hemmstoffes von der Peri- 
pherie zum Zentrum, nicht immer gleichmaBig zu sein brauchen. Ent- 
sprechendes gilt natiirlich auch fiir den nahrstoffbedingten Randwachs- 
tumseffekt. Im Wachstumsbereich der Mikroorganismen am Rande der 
Hemmzonen hat man also mit verschiedenen Méglichkeiten der gegen- 
seitigen Beeinflussung zu rechnen. 

Eindeutig sind die Ergebnisse, die man erzielt, wenn bei Hemmstoff- 
einwirkung Férderungen gemessen werden, die gré8er als der Rand- 
wachstumseffekt sind, denn der unter gleichen Bedingungen erzeugte 
Randwachstumseffekt ist durch die Scharfe des Hemmhofrandes maxi- 
mal. Die Differenz zu dem gemessenen Wert bei Hemmstoffeinwirkung 
muB bei Verwendung eines reinen Hemmstoffes eine fordernde Wirkung 
desselben sein. Der Differenzwert kann allerdings nie eine klar definier- 
bare GréBe sein, weil sich durch die férdernde Wirkung des Antibioti- 
cums auch der Randwachstumseffekt andern wird und zweifellos nicht 
der gleiche ist, wie der, den man als Vergleichsgr6éBe gemessen hat. AuBer- 
dem sind die Testorganismen im Agarquerschnitt der Testplatte beim 
reinen Randwachstumseffekt anders verteilt, d. h. sie wachsen anders, 
als am Rande des Hemmhofes eines Antibioticums (Abb. 4). 

Die Beurteilung diffuser Hemmzonen ist besonders schwierig, doch 
wird man in den meisten Fallen nicht fehlgehen, wenn man hier auf eine 
in Abhangigkeit von der Konzentration des Hemmstoffes stetig abklin- 
gende Hemmwirkung schlieBt, die den Randwachstumseffekt vollstan- 
dig oder teilweise unterdriickt, wie das in den Sulfonamidversuchen 
zum Ausdruck kommt. Es ist daher zuviel gesagt, wenn Hott (1952) 
schreibt: ,,Um einen Effekt gesteigerten Wachstums durch vermehrtes 
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Nahrmilieuangebot an die in den Randzonen wachsenden Kolonien 
konnte es sich unseres Erachtens nicht handeln, denn dann miiBten alle 
Hemmbhofrander diesen Effekt zeigen.‘ 

Bei der Analyse der vorliegenden Beispiele konnte gezeigt werden, daB 
Foérderungswalle im Antibiosetest auf Agarplatten erstens durch Anti- 
biotica oder deren Umwandlungsprodukte, zweitens durch Begleitstoffe 
der Antibiotica und drittens als Randwachstumseffekte infolge vermin- 
derter autotoxischer Wirkungen beim Testorganismus zustande kommen 
k6énnen. Die fordernde Wirkung von Lyseprodukten der in der Hemm- 
zone abgetoteten Mikroorganismen (PRATT u. DuFRENOY 1948) laBt sich 
im Diffusionstest nicht mit Sicherheit nachweisen, da diese Forderungen 
stets unvermeidlich mit der Wirkung der Hemmstoffe verbunden sind. 


Zusammenfassung 


An der Férderung des Mikroorganismenwachstums am Rande der 
Hemmzone des Diffusionstestes konnen mehrere Faktoren beteiligt sein. 

Fir Férderungen, die am Rande von Hemmzonen ohne Einwirkung 
von Hemmstoffen demonstriert werden kénnen, wurde zur Unterschei- 
dung vom Konzentrationseffekt der Hemmstoffe der Begriff ,,Rand- 
wachstumseffekt‘ gepragt und hierbei zwischen einem nahrstoffbeding- 
ten Randwachstumseffekt (Randwachstumseffekt 1. Art) und einem 
solchen 2. Art unterschieden, der dadurch entsteht, daB autotoxische 
Hemmstoffe der Testorganismen aus dem Randbereich wegdiffundieren 
und der Testorganismus dort weniger unter der autotoxischen Wirkung 
zu leiden hat als in seinem hauptsaichlichen Wachstumsbereich. Es kann 
angenommen werden, da solche Randwachstumseffekte im Mikro- 
organismenreich weit verbreitet sind und sicher auch Anla& waren, daB 
falschlich auf Férderwirkungen unterschwelliger Hemmstoffkonzentra- 
tionen geschlossen wurde. 

Fir Bacillus subtilis als Testorganismus lie® sich auf den Trypsin- 
Pepton-Agarplatten ein Randwachstumseffekt 2. Art in Héhe von §2°/, 
Wachstumssteigerung nachweisen. Bei Colletotrichum atramentarium 
traten ae daracha tinge tale nicht auf. 

Die jeweiligen Versuchsbedingungen sind fiir die Beurteilung des Fér- 
derungsphénomens von groBer Bedeutung. 

Die Methoden der qualitativen und quantitativen Analyse der Fak- 
toren, die Férderungswiille im Diffusionstest verursachen kénnen, wur- 
den beschrieben und die Méglichkeiten und Grenzen der Foérderungs- 
analyse diskutiert. 

Das Thema dieser Arbeit stellte mir Herr Prof. Dr. H. WARTENBERG. Thm gilt 
mein besonderer Dank fiir seine stete AnteiInahme an meiner Arbeit und die groB- 
ziigige Unterstiitzung wahrend der Durchfiihrung der Versuche. Weiterhin mochte 


ich allen denjenigen danken, die mir freundlicherweise Staémme fiir die Unter- 
suchungen zur Verfiigung stellten. 
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Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig 


Uber die Hemmung 
der molybdanabhingigen Nitratreduktase 
durch Wolframat bei Neurospora crassa 


Von 
HARALD AURICH 


(Hingegangen am 24. Januar 1959) 


Wolfram ist sowohl bei Tieren (Hiacins u.a. 1956; RICHERT u. a. 
1957) als auch bei Mikroorganismen (HicGIns u. a. 1956; KEELER u. a. 
1957) ein Antagonist fiir Molybdan. Bei Neurospora crassa (N.c.) ist 
Molybdan ein Bestandteil der Nitratreduktase (NIcHOoLAS u. a. 1954). 
Die eisenhaltigen Enzyme — Katalase und Peroxydase — werden durch 
Molybdaén bei N.c. nur indirekt iiber die H,O,-bildenden Flavo- 
proteine beeinfluBt, deren katalytische Wirkung Mo-abhangig ist (NicHO- 
LAS 1956, 1957). Durch die vorliegenden Darlegungen soll der EinfluB 
des Wolframats auf N.c.3a6A untersucht werden, wenn NHj bzw. 
NO ; einzige N- Quelle im Nahrmedium ist. 

Da NO, fiir seine Nutzung in NH, iiberfiihrt werden muB, bietet die 
Wachstumsgr6Be die Moéglichkeit, bei N.c. die Mo-abhingige Nitrat- 
reduktase leicht zu untersuchen, wenn nur NOJ als einzige N-Ver- 
bindung dem Testpilz zur Verfiigung steht. 

Der verwendete Minimalnahrboden (Brapie u. Tarum 1945) enthielt Kalium- 
nitrat bzw. an dessen Stelle Ammoniumtartrat entsprechend 1,0 g N/I. Das sonst 
ubliche Ammoniummolybdat wurde dem Nahrboden nicht zugesetzt. In dem 
Nahrmedium konnte mit dem Ultra-Spektrophotometer Q24 (VEB Zeif/Jena) 
kein Molybdin nachgewiesen werden. Entsprechend der Empfindlichkeit dieses 
Gerates mu8 im Nahrboden < 10-8 Mol Mo enthalten sein. Aber Mo-Konzentra- 
tionen unter diesem Wert erlauben noch ein optimales Wachstum des Testpilzes 
bei NO; als einziger N-Quelle im Medium, so da mit der Bestimmung dieses 
Grenzwertes noch keine Mo-Mangelerscheinungen gefunden zu werden brauchen. 
Gemessen wird das Wachstum am Mycel-Trockengewicht in Milligramm, das nach 
120 Std bei 35 + 0,5° C vorhanden war. Ansiatze, die nach dieser Zeit kein Wachs- 
tum zeigten, wurden zusatzlich weitere 20 Tage beobachtet. Jedoch war in keinem 
Falle das Mycelgewicht gegeniiber dem 120 Std-Befund angestiegen. 

Tab.1 zeigt, wie verschiedene Konzentrationen von Na,WO, das 
Wachstum von N.c. beeinflussen. Die angegebenen Mycelgewichte sind 
jeweils Mittelwerte aus 6—8 Parallelversuchsreihen. Die zugesetzten 
Wolframatmengen sind ohne Einflu8 auf die Mycelausbeute, wenn NH,- 
Salze die einzige N- Quelle sind. Bei Nitrat wird dagegen das Wachstum 
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gehemmt. Eine Konzentration von 10-* Mol Wolframat unterdriickt das 
Wachstum véllig, 10-° Mol hemmt das Mycelwachstum um etwa 709/). 
Wolframat vermag demnach die Nitratreduktion in NV.c. zu blockieren. 

Um zu sichern, da8 es sich bei der Wolframatwirkung um eine spezi- 
fische Blockierung der Nitratreduktion gehandelt hat, kann man wieder 
Molybdat zusetzen und diese 


Hemmung orneyt aufheben. ; Tabelle 1. HinfluB von Na,WO, auf das 
In Tab.2 ist die gegenseitige Wachstum von N.c. 3a6A 
Beeinflussung beider Metalle (NH} bzw. NO; als einzige N-Quelle im 
dargestellt. Aus ihr geht her- Nahrboden) 
vor, daB etwa die 10fache 4.1.x, wo, |NHi-Nahrboden | NOj-Nahrboden 
Menge von Wolframat bendtigt weet mee 
wird, um das Molybdat bei der see 78,5 12,5 
Nitratreduktion so zu hemmen, 10-7 78,0 70,5 
daB nur etwa 30°/, des Wachs- 108 82,0 67,5 
tums der wolframatfreien Kon- 5- 10% 76,0 33,0 
trollen erreicht wird. Im ade tgs 28) 
ae 5+ 10-5 80,0 4,5 
Verhaltnis Mo: W = 1: 10° 10-4 82,0 ze 
unterdriickt Wolframat den 10-8 75,5 = 


Molybdaneffekt bei der Nitrat- ; 

assimilation vollstandig und erlaubt kein Wachstum des Testpilzes. 
Auf der anderen Seite hebt die Zugabe von Molybdat die Wolframat- 
hemmung wieder auf. 10-*Mol W werden dabei von 10~° Mol Mo vollig 
enthemmt, so da8 normales Wachstum erfolgt; 10~’? Mol Mo ermog- 
lichen bei der gleichen W-Konzentration etwa 70—80°/, des normalen 


Tabelle 2. Beziehungen zwischen Molybdat- und W: olframat-Konzentration 
im NO;- Néhrboden und ihr Hinflug auf das Wachstum von N.c.3a6A 


Mycelgewicht (in mg/20 ml Niihrboden), erzielt bei Zugabe von 


Mol Na,.WO, 


= i | 10 | 10* | 10-7 | 10-*MolMo 
— 78,5 80,0 | 80,5 79,0 | 82,5 | 82,0 
10-7 80,5 82:5-— |, --80,5 BB Ore ic 7 90. | of SEO 
10-6 72,0 16,5 |. 64,0 72,0 | 75,0 | 80,5 
10-5 a 20o. A. 20,0 620, | 80,0. |. ho 
a — — | — 24.0- | 59,0 78,0 
10-3 a oe . Beh | an 21,5 67,0 
10-2 Fe = | =—_ | ae | = 16,0 
10-2 a fa | - ad | 2 a 


Wachstums und 10-8 Mol Mo etwa 30°/,. Diese Daten lassen auch nahe- 
rungsweise die Mo-Konzentration im ,,Leerwert-Naihrmedium“ ablesen. 
Sie betragt etwa 10-* Mol; diese Molybdatanteile werden als unvermeid- 
bare Verunreinigung durch andere Nahrbodenanteile eingeschleppt. 
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Im Konzentrationsbereich von 10-7 bis 10-4 Mol (vgl. Tab.1) haben 
Na,SO,, K,TeO 3, Na,SeO, und Na,CrO, weder im NO, -noch im NH}j- 
Medium EinfluB auf das Mycelwachstum. 10-* Mol Na,SeO, bzw. Na,CrO, 
hemmen sowohl im NO;- als auch im NHj-haltigen Nahrboden das 
Pilzwachstum. 


Zusammenfassung 


Wolframat (als Na,WO,) erwies sich auch bei Neurospora crassa 3a6 A 
als kompetitiver Antagonist fiir Molybdéan; es inhibiert in 10°fach 
héherer Konzentration den Molybdaneffekt an der Nitratreduktase voll- 
standig, in 10*fach héherer Konzentration um etwa 70°/,. Die 100fache 
Menge Wolfram ist ohne EinfluB auf den Funktionsablauf des Molybdans 
an der Nitratreduktase von Neurospora crassa 3a6A. 
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A study of the changes in the physiological properties of 
Dhar yeast by growing it in cultures containing sucrose, 
ethyl alcohol or methyl alcohol as source of carbon food 


By 
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(Hingegangen am 13. Dezember 1958) 


It is a well known fact that the physiological properties of an organism 
are changed by varying its food (BanapuR 1954a, b, 1957a). In micro- 
organisms, like yeast, these changes in physiology can easily be studied 
by analysing the metabolic products of their cultures (BAHADUR 1954c, 
1955). The changes effected by growing Dhar Yeast (BanapuR 1957b) 
in cultures containing ethyl alcohol (DH4R and Banapur 1947), methyl 
alcohol (BAHADUR 1954d) or sucrose (BAHADUR 1949) as the source of 
carbon food have been studied. ; 

If methyl alcohol is used as the source of carbon, the growth of Dhar 
Yeast becomes extraordinarily slow and only a very thin layer of yeast 
is seen on the culture after several months. A marked change in the mor- 
phology of the yeast was observed on growing it in methyl alcohol sub- 
strate. Dhar Yeast is oval in sucrose, ethyl alcohol and glucose cultures 
but it becomes quite spherical in methyl alcohol medium. The metachro- 
matic granule of the yeast cell becomes remarkably active. [ts movement 
becomes so quick and distinct that it can easily be seen by a microscope 
at 2500 magnification. This movement of metachromatic granule is nor- 
mally very slow when the yeast is grown in sugar or ethyl alcohol cul- 
tures. 

Traces of the yeast grown on sucrose, ethyl alcohol and methyl alcohol 
were used as seed yeast for seeding similar culture media containing su- 
crose as the source of carbon. These cultures were analysed after 6,12 and 
30 days to observe the changes in the growth and metabolic activities of 
the yeast caused by previously growing it in cultures containing ethyl 
alcohol, methyl] alcohol or sucrose as the source of carbon food. 


Experimental 
Three cultures were prepared in 750 c.c. flat bottom pyrex flasks each containing 
0.2 gm. of calcium carbonate, 0.25 gm. of magnesium carbonate, 0.2 gm. of sodium 
chloride, 0.2 gm. of potassium sulphate, 0.25 gm. of disodium hydrogen phosphate 
and 2.5gms. of ammonium sulphate. These minerals were weighed in each flask and 
digested with dilute hydrochloric acid, 20 gms. of sucrose were added to it and 
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the total volume of each solution was made to 400 c.c. adjusting the py to 4.5. 
The flasks were cotton plugged with non absorbent cotton and sterilised by 
boiling for 30 minutes at 15 Ibs pressure, incubated at 26.5° C. for 24 hours and 
again sterilised as described above. 

These culture media were seeded with yeast cells grown on sucrose, ethyl alcohol 
and methyl alcohol substrate separately. The cultures were kept at room tempera- 
ture which varied between 26.5° C. to 30.2° C. and analysed after sixth, twelfth 
and thirtieth days. 100 c.c. of the culture were taken out for analysis on each turn. 


Observation 
The results obtained by the analysis of the above cultures are shown 
in the Tables 1 and 2. 


Table 1. Changes in sugar consuming property of the yeast growing in different 
carbon substrates 


‘ gm. of Percentage of sugar 
arabes Le r scene g gm.oftotal| nonreducing af) consumption on the 
previously grown sugar left sugar left egies consumed serbia: per 
After 6 days of fermentation 
Sucrose 0.72 3.54 2.82 | 1.46 29.60 
Ethyl alcohol 0.82 3.36 2.54 1.64 | 32.80 
Methyl alcohol 0.65 4.50 3.85 0.50 10.00 
After 12 days of fermentation 
Sucrose 2.28 3.95 1.76 1.05 21.00 
Ethyl alcohol 2.23 3.82 1.59 1.18 23.00 
Methyl alcohol 2.50 3.97 1.47 1.03 20.60 
After 30 days of fermentation 
Sucrose ees SUS 0 1.87 38.40 
Ethyl alcohol 2.53 2.53 0 2.47 49.40 
Methyl alcohol 3.17 3.17 0 1.83 36.60 


Table 2. Changes in the acid and alcohol forming property of the yeast and its growth 


ae | Percentage 
Substrate on gm. equ. gm. equ. gm. of 0 A 
which the yeast of total | ofvolatile | °/, of acid ethyl lo oF gm.ofdry jof yield on 
Ss ees ae ; ; yield of yeast |the basis of 
was previously acid acid formation | alcohol Ricohol FaOninenl ars 
grown formed formed formed abl § pa 


consumed 


After 6 days of fermentation 
Sucrose 0.1485 | 0.0027 | 10.17 0.30 21.00 | 0.2296 | 15.72 
Ethylalcohol | 0.1692 | 0.0027 | 10.31 0.27 16.36 | 0.2246 | 13.69 
Methyl alcoh.| 0.1425 | 0.0018 | 28.50 0.21 42.00 | 0.1954 | 39.08 


After 12 days of fermentation 
Sucrose | 0.1883 | 0.0026 | 17.93 | 0.21 21.00 | 0.2884 | 27.46 
Ethyl alcohol | 0.2044 | 0.0080 | 17.32 0.21 16.96 | 0.2712 | 22.98 
Methyl alcoh. | 0.1883 | 0.0040 | 18.28 0.42 40°77 = | 0.31087} “30:07 


| 


After 30 days of fermentation 
Sucrose 0.2641 | 0.0333 | 14.12 0.16 8.55 | 0.4966 | 26.49 
Ethyl alcohol | 0.3094 | 0.0452 | 12.52 0.21 10.01 | 0.4608 | 18.65 
Methyl alcoh. | 0.2821 | 0.0418 | 15.42 0.27 14.75 | 0.5008 | 27.39 
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Discussion 


Increased yeast yield is observed with the yeast which has been pre- 
viously grown in methyl alcohol cultures. This increase is quite distinct 
for a week. The yeast previously grown in ethyl alcohol substrate gives 
lower yield of dry yeast compared to the yeast which was grown in su- 
crose substrate. 

The yeast grown in methyl alcohol substrate develops the quality of 
producing very large amount of alcohol. This alcohol forming property 
is retained for 12 days after which it rapidly decreases. The yeast grown 
in ethyl alcohol solution gives lower yield of alcohol as compared to the 
one which has been previously grown in sucrose substrate. As the culture 
becomes old the alcohol forming property of the yeast grown in sucrose 
decreases whereas the yeast, previously grown on ethyl alcohol substrate 
shows an upward trend even after one month. 

The acid production of yeast grown on methyl] alcohol substrate shows 
a marked increase in the beginning but it rapidly decreases after six days. 
The acid forming property of the yeast grown in ethyl] alcohol or sucrose 
substrate is almost the same. In both these cases it shows a marked in- 
crease for nearly twelve days and then it gradually decreases. 

The sugar consuming property of the yeasts grown previously in ethyl 
alcohol or sucrose substrate shows a gradual fall upto twelve days after 
which there is a rise. The yeast grown in ethyl alcohol substrate has more 
sugar consuming property than the yeast grown in sucrose substrate. 
The yeast grown on methyl alcohol substrate shows a marked decrease 
in sugar consumption in the beginning but there is a gradual increase 
afterwards. 


Summary 


On growing yeast in cultures containing different sources of carbon 
food as sucrose, ethyl alcohol and methyl alcohol, great changes in its 
physiological properties are observed. When these mutated yeasts are 
grown in similar cultures containing sucrose as carbon source, changes 
effected previously decrease to a minimum although a distinct residual 
effect is seen in all the above cases even after a month. 
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Aus der Botanischen Abteilung Madaus 


Untersuchungen itiber den Einflu8 des Regenwurms 
auf Zahl, Art und Leistungen von Mikroorganismen 
im Boden* 


Von 
GERHARD BRUSEWITZ 


Mit 16 Textabbildungen 
(Hingegangen am 24. November 1958) 


Die Mikroflora des Bodens ist in ihrer zahlen- und artenmaBigen Zu- 
sammensetzung keine zufallige Haufung von Mikroorganismen, sondern 
eine von zahlreichen physikalischen, chemischen und biologischen Fak- 
toren vielfaltig abhangige Lebensgemeinschaft. Mit seiner von Millimeter 
zu Millimeter wechselnden Zusammensetzung bildet der Boden ein 
Milieu, das zunachst nur Aussagen zulaBt, die fiir kleinste Raume gelten. 
Doch kénnen alle diese differenten Biocdnosen und die durch sie aus- 
gelésten Vorginge durch bestimmte, tiber gréBere Flachen wirksame 
Faktoren, die einem gréBeren Bodenareal und so der Mikroflora charak- 
teristische Eigenschaften geben, integriert bzw. umgepragt werden 
(WINTER 1950). 


Solche Faktoren sind Monokulturen héherer Pflanzen, die in ihrer unmittelbaren 
Wurzelumgebung, also in der Rhizosphare, den Mikroorganismen gleichmaBige Be- 
dingungen bieten, die sich vom undurchwurzelten Boden unterscheiden (Katz- 
NELSON, LOCHHEAD u. TIMONIN 1948; WINTER u. von RUMKER 1949, 1950; BuKATSCH 
1956; Rovira 1956, ScHONBECK 1958). Auch abgereifte Pflanzen, die Laubstreu, 
Ernteriickstiénde usw., kénnen von wesentlicher Bedeutung sein (WINTER u. 
WILLEKE 1951 a, b, 1952 a, b; WinTER u. Busuiirz 1953, WINTER 1955). 

Man darf vermuten, da®B auch die Regenwiirmer die Entwicklung der Mikroflora 
iiber groBe Flachen hin in eine bestimmte Richtung lenken. Als Geophagen durch- 
wiihlen und durchfressen sie die oberen Bodenhorizonte und verandern damit deren 
physikalische Struktur (DARwrn 1837, 1881; Wo~uny 1890; Fryck 1952; Laatscu 
1954). Sie vermengen organisches Material — vor allem die oberflachlich liegende 
Blattstreu und Wurzelreste — mit dem Boden. 

Regenwiirmer schaffen also durch ihre FreB- und Wiihltatigkeit veranderte 
physikalische und chemische Bodenbedingungen (LuNT u. JACOBSEN 1944; FRANz 
u. LEITENBERGER 1948; Heran 1954), die sich ihrerseits auf die Entwicklung der 
Mikroflora auswirken miissen. 

Besonders stark muB nun der Einflu8 des Regenwurms auf die Mikroflora des 
Bodens sein, die seinen Verdauungstrakt passiert. Hier k6nnen » regenwurmbedingte ‘‘ 
Faktoren, wie Verdauungssifte, Schleimstoffe und Muskelmagen, intensiv einwirken. 


* Gekiirzte Form der Dissertation bei der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen 
Fakultat der Universitat zu Koéln 1958. 
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Zunachst versuchte man zu klaren, ob sich die Mikroflora des Darminhaltes und 
des Kriimels grundsitzlich von der des Bodens unterscheidet (KotKwirz 1899; 
JENSEN 1898). Bassatik (1913) fand qualitativ keinen Unterschied, erhielt aber fiir 
die Totalkeimzahl fiir Kriimel mehrfach héhere Werte als fiir den Boden. In ein- 
gehenden Untersuchungen erhielt Sréckr1 (1928) meist héhere Totalkeimzahlen 
(91—900°/,) gegeniiber zugeordneten Béden. Nun sind aber diese Béden nicht 
unbedingt denen gleichzusetzen, die die Regenwiirmer gefressen haben. Diese 
nehmen ja Bodenpartikelchen selektiv auf. AuBerdem ernahren sich die Regenwiir- 
mer nicht allein von Erde, sondern vor allem auch von abgestorbenen Pflanzenteilen. 


Wenn also nach diesen Untersuchungen der Keimgehalt von Regenwurmkriimeln 
generell wesentlich héher ist als der des Bodens, in dem die Wiirmer leben, dann 
wissen wir noch nicht, ob diese Erhéhung Vorgangen innerhalb des Verdauungs- 
traktes, einer selektiven Aufnahme humus- und mikroorganismenreicher Boden- 
partikel oder dem zusitzlichen Verzehr von organischem Material zuzuschreiben ist. 
Da es in der Natur praktisch nicht méglich ist, die Futteraufnahme zu kontrollieren, 
miissen zur Klarung dieser Fragen Labor- bzw. GefaBversuche herangezogen werden. 


Day (1950) versuchte die Nahrungsaufnahme zu kontrollieren, indem er Béden 
festdriickte, in die sich die Wiirmer dann hineinfressen muBten. Er fand nun keiner- 
lei RegelmaBigkeit hinsichtlich des Regenwurmeinflusses auf die Totalbakterien- 
keimzahl und erhielt teils hdhere, teils aber auch erheblich geringere Keimzahlen als 
fiir den Kontrollboden. Die Regenwiirmer waren aber hier nur auf die im Boden 
selbst enthaltenen Nahrstoffe angewiesen. Sie konnten nicht zusatzlich — wie in der 
Natur — organisches Material vertilgen. Den Nahrstoffgehalt des Versuchsbodens 
muBte der Wurm daher zwangslaufig verringern. Dabei kann er-dann unter Umstan- 
den in Nahrstoffkonkurrenz zu den Mikroorganismen treten und so die geringeren 
Keimzahlen im Kriimel bewirken. 

Im Regenwurm kann nun sowohl eine Vermehrung als auch eine Abtotung 
(AICHBERGER 1914) von Mikroorganismen erfolgen. Die Gesamtkeimzahl sagt aber 
iiber das AusmaB der beiden Vorginge wenig aus, da sie lediglich die Summe der 
iiberlebenden und zugewachsenen Mikroorganismen ist. Erst wenn bestimmte bzw. 
selektiv erfaBbare Keime ermittelt werden, ist es méglich, die Beeinflussung einzelner 
Arten innerhalb der Gesamtkeimzahl zu verfolgen. 

Von Day ausgefiihrte Impfversuche ergaben, daB Serratia marcescens wahrend 
der Regenwurmpassage vollstandig, Bac. cereus var. mycoides dagegen noch zu 50°/, 
wiederzufinden war. Hierzu fehlen jedoch die Angaben tiber die Gesamtkeimzahlen 
des Materials, so daB eine wesentliche Vergleichsméglichkeit fehlt. 

Nach RuscHmann (1955) sind Regenwurmkriimel besonders reich an Actinomyce- 
ten. Er meint, daB der Regenwurmdarm eine besonders giinstige Brutstatte fiir diese 
Organismen sei. ScuUTZ u. FELBER (1956) fanden im Regenwurmkriimel eine hohere 
Gesamtkeimzahl, innerhalb derer die Actinomyceten mehr zugenommen hatten als 
die Bakterien und Pilze. Das Substrat — gemahlener Rinderkot — entspricht 
jedoch nicht natiirlichen Bedingungen, denn Regenwiirmer, auch Hisenia foetida, 
verlangen stets nach einem gewissen Bodenanteil im Futter. 


Die bisherigen Untersuchungen zeigen also, dab Regenwurmkriimel 
allgemein wesentlich hdéhere Keimzahlen aufweisen als‘der ungefressene 
Boden. An dieser Vermehrung scheinen vor allem wichtige Boden- 
mikroorganismen beteiligt zu sein. Der Wert vieler Aussagen ist aber 
dadurch begrenzt, daB entweder der Bezugsboden dem gefressenen nicht 
vergleichbar war oder aber dafs den Regenwtirmern kein naturgemaBes 
Futter zur Verfiigung stand. 
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Wollen wir nun untersuchen, inwieweit und wodurch die Regenwiirmer 
die Mikroflora des passierenden Bodens beeinflussen, so ergeben sich 
folgende Fragen: 1. In welechem Umfang und auf welche Weise wird a) 
die Gesamtkeimzahl des gefressenen Bodens und b) die Keimzahl einzelner 
Arten oder Gruppen von Mikroorganismen beeinfluBt? 2. Wirkt sich der 
Kinflu8 der Regenwiirmer auf die Mikroorganismen auch auf die mikro- 
biellen Leistungen im Boden aus, wie etwa auf den Abbau phytotoxischer 
Stoffe oder auf die Synthese von Wirkstoffen (Vitaminen) ? 

Hierzu muBten a) Boden verwendet werden, in denen die Regenwiirmer 
unter konstanten Bedingungen leben konnten und die einen exakten 
Vergleich gefressener Béden mit ungefressenen gestatteten, b) muBten 
solche Mikroorganismen bzw. Mikroorganismengruppen gewahlt werden, 
deren Vorkommen im Boden vor und nach der Regenwurmpassage 
quantitativ zu verfolgen war und c) muBten an Hand biologischer Um- 
setzungen die mikrobiellen Leistungen im Regenwurm-Boden mit denen 
im regenwurmfreien verglichen werden. 


ATI. Material und Methoden 


1, Modellbéden 


Bodenmaterial. Die Untersuchungen wurden in Modellbéden durchgefiihrt. 
Als Grundmaterial dienten 2 verschiedene Béden: Boden L, ein brachliegender 
sandiger Lehmboden, pg in KCl 6,7, aus dem Proben in einer Tiefe von 10—15 cm 
entnommen wurden. Die maximale Wasserkapazitaét (m. WK.) betrug 43 Gewichts- 
prozente. Boden U (Untergrundboden), eine tiefer als 1 m liegende typische Schwarz- 
erde unter kalkreicher Braunerde als B-Horizont und einem sehr fruchtbaren, 
sandigen Lehm als A-Horizont, pq in KCl 6,8, m. WK. — 40 Gewichtsprozente. 

Herstellung der Modellbéden. Die Béden wurden nach der Entnahme bei 
Zimmertemperatur getrocknet und dann gesiebt (1 mm). Als Nahrstoff fiir Mikroben 
und Regenwiirmer wurde ihnen organisches Material zugesetzt, das mit dem Boden 
teils innig vermischt, teils getrennt von diesem gehalten wurde. 

Aufbewahrung der Modellbéden. Fiir die Keimzahl- und die Vitamin- 
untersuchungen wurden die Béden in Petrischalen (14 em @) aufbewahrt. Der untere 
Schalenteil war durch einen Glasstab in 2 Halften getrennt. Von dieser Mittellinie 
aus wurde auf beiden Seiten zum Rand ansteigend der Versuchsboden eingebracht 
und die Bodenoberflache geglittet. Fiir die Wirkstoffuntersuchungen wurden je 
200 g Boden in Becherglasern aufbewahrt. 

Alle Boden wurden unter Beriicksichtigung der Zusatze auf 50°/, der m. WK. 
angefeuchtet. Diese Feuchtigkeit wurde wahrend der Versuchszeit konstant 
gehalten. Die GefaBe standen verschieden lange Zeit bei 15°C+2°C. 


2. Regenwiirmer 

Fiir die Untersuchungen wurden 2 Arten ausgewahlt Lumbricus terrestris L. und 
Hisenia foetida 8. Letzterer wurde in Kompost herangeziichtet. Er ist fiir die Teste 
am geeignetsten, vor allem weil er viel Kotkriimel produziert und in seiner Aktivitat 
weniger jahreszeitlichen Schwankungen unterworfen ist als Lumbricus terrestris. 
Dieser wurde fiir die Untersuchungen im Freiland gefangen. Fiir die Versuche 
wurden nur ausgewachsene Tiere verwendet, die vorher 24 Std lang zwischen feuch- 
tem Filtrierpapier ausgehungert worden waren. Je 100 g Boden wurden 4 Stiick 
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Hiseniu foetida (etwa 1,6 g Lebendgewicht), je 200g Boden 1 Stiick Lumbricus 
terrestris (etwa 3—4 2) zugesetzt. Die mit Eisenia foetida besetzten Modellbéden 
waren nach 2—3 Wochen fast vollstandig in Regenwurmkriimel umgewandelt. Nach 
dieser Zeit fand sich meist eine groBere Zahl von Kokons, deren Vorkommen als 
Bestatigung geeigneter Lebensbedingungen gewertet werden kann. 


3. Keimzahlbestimmung 


Probenentnahme. 2 Tage vor der Keimzahlbestimmung wurden die aus- 
gehungerten Regenwiirmer in die Béden gesetzt. Kinen Tag spaiter wurden alle 
Regenwurmkriimel, die méglicherweise noch alte Nahrungsreste enthielten, ab- 
gesammelt und verworfen. Fiir die Untersuchung standen dann bei Versuchsbeginn 
Kriimel zur Verfiigung, die nicht alter als 24 Std waren und aus dem zu untersuchen- 
den Boden stammten. Da die Regenwiirmer erst 2 Tage vor der Keimzahlbestim- 
mung eingesetzt wurden, war eine Beeinflussung des Bodens durch die Wihltatigkeit 
weitgehend ausgeschlossen. 

Suspension. 1g Boden bzw. Regenwurmkriimel wurden in 50 ml aqua dest. 
suspendiert und auf einen geschatzten Gehalt von 200—1000 Keimen/ml verdinnt. 
Zur Keimzahlbestimmung dienten meist 2 Verdiinnungsstufen, von denen jeweils 
1 ml — in 180ml Agar suspendiert — gleichmaBig auf 12 Petrischalen verteilt 
wurde. Die hohen Verdiinnungen waren erforderlich, um a) eine gegenseitige Be- 
einflussung der einzelnen Kolonien weitgehend auszuschlieBen und um b) auf den 
Selektivnahrbéden die typischen Kolonien einwandfrei erkennen zu kénnen. Die 
Auszihlung von 12 Platten gewahrleistete eine geniigend gro8e Kolonienzahl fiir 
die Ermittlung des Keimgehaltes. ‘ 

Nahrbéden. Peptonagar: 2 g Standard II Nahragar Merck und 2 g Agar wurden 
in 170 ml aqua dest. gelést. Der px-Wert wurde mit Phosphatpuffer auf 6,7 ein- 
gestellt. — Asculinagar: Zum Peptonagar erfolgte ein Zusatz von 0,18 g Asculin 
(Merck) und 0,05 g FeCl;. — Kongorot-Milchzucker-Agar: Dem Peptonagar wurde 
eine Kongorot-Milchzucker-Tablette (Merck) zugesetzt. H. coli bildet schwarze 
Kolonien. — Calciumoxalatagar: 15g Standard II Nahragar, 4g Ammonium- 
oxalat, 2 g CaCl, 5 g Agar und 1 g Micro Inoculum Broth (Difco) wurden in 1 l aqua 
dest. gelést und mit Phosphatpuffer auf px 7 eingestellt. — Czapek-Dox-Agar: 
3g NaNO,; 1 g K,HPO,; 0,5 g MgSO, - 7H,O; 0,5¢g KCl; 0,01 g FeSO, > 7H,0; 30 g 
Rohrzucker; 20 g Agar wurden in 1 | Leitungswasser gelést und mit Phosphatpufter 
auf px 6,9 eingestellt. 

Bebriiten der Nahrboden. Pepton- und Asculinagar wurden 3 Tage bei 25°C, 
Kongorotagar 48 Std bei 35°C und Calciumoxalat- und Czapek-Dox-Agar 8 Tage 
bei 25°C bebriitet. 


4. Phytotoxische Stoffe 


Weizenwurzeltest. Zum biologischen Nachweis phytotoxischer Stoffe in 
waBriger Lésung und in waBrigen Bodenextrakten wurde der Weizenwurzeltest 
(ScuénBeEcK 1956) verwendet. 

Bodenextrakte. 250 g Boden wurden nach Entfernen der Regenwtirmer und 
Kokons in 450 ml Leitungswasser aufgeschwemmt und unter haufigem Aufschiitteln 
3 Std bei Zimmertemperatur extrahiert. AnschlieBend wurde dekantiert und klar 
filtriert. 


§. Vitamin- B,,-wirksame Stoffe 


Extrakte des Versuchsmaterials. Etwa 10g frisch entnommener Boden 
bzw. Regenwurmkriimel wurden in 50 ml Citratpuffer (15,8 g K,HPO,; 10,6 g 
Citronensiure; 1g Kaliummetabisulfit in 11 aqua bidest.; pu 4,5) suspendiert und 
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20 min bei 120°C autoklaviert. Das Filtrat wurde mit KOH auf px 6,5 eingestellt. 
Die Ergebnisse beziehen sich auf das Lufttrockengewicht der Bodenproben. 

Testbakterium. Lactobacillus leichmannii 313 (ATCC 7830). 

Durchfiihrung des Testes. Reagensglaser, die 5 ml Minimalmedium (Bacto 
B,, Assay Medium Difco) enthielten, wurden mit Testlésung oder mit aqua bidest. 
auf einen Gesamtfliissigkeitsinhalt von 10 ml aufgefiillt, sterilisiert (5 min bei 120° C), 
beimpft und bebriitet (72 Std bei 40°C). Die Auswertung erfolgte titrimetrisch mit 
0,15 n NaOH gegen Phenolphthalein. Die Wachstumswirkung der Extrakte wurde 
mit der des reinen Vitamins (Cytobion Merck) verglichen. 

Da Lactobacillus leichmannii nicht nur auf Vitamin B,, (Cobalamin) anspricht, 
sondern auch auf dessen einzelne Fraktionen und ebenso auf Desoxyribonucleoside 
und verwandte Substanzen (KocuErR 1949), kann eine Wachstumswirkung der 
Extrakte auf allen diesen Stoffen beruhen. Um die Wirkung der Desoxyribosoide 
auszuschlieBen, wurde die Halfte des Testmaterials mit 0,2n NaOH 30 min auf 
100°C erhitzt. Hierdurch werden B,, und seine Fraktionen zerstért. Die dann noch 
verbliebenen Wachstumswerte muBten als nicht vitaminbedingt angesehen werden 
und waren daher von denen der unbehandelten Extrakte abzuziehen. 


ATI. Der Einflu8 des Regenwurms auf die Keimzahl 


Die Mikroorganismen des Bodens, der vom Regenwurm gefressen wird, 
sind spezifischen ,,regenwurmbedingten“ Einfliissen ausgesetzt, ins- 
besondere den Verdauungssaften und den zerkleinernden und vermengen- 
den Einwirkungen des Muskelmagens. Dariiber hinaus unterscheiden sich 
die durch Darmschleim verkitteten sehr stabilen Kotkriimel strukturell 
wesentlich vom ungefressenen Boden. Es war also zu erwarten, daB die 
mikrobielle Beschaffenheit des den Wurm passierenden Bodens unter den 


besonderen Brutbedingungen im Regenwurm in bestimmter Richtung 
beeinfluBt wurde. 


I. Charakteristik der verwendeten Modellbéden 
a) Allgemeine Beschaffenheit 
Um diese Fragen zu kliren, wurden Modellbéden hergestellt, deren 
Zusammensetzung wesentlich homogener als die des Ausgangsmaterials 
war: Mit dem Sieben wurden grdbere, vor allem auch organische Be- 
standteile, wie abgestorbene Wurzeln, entfernt, Unterschiede in der 
Struktur und Textur beseitigt. Diese Modellbéden erlaubten ferner 
bestimmte Mengen organischen Materials bekannter Herkunft und 


Zusammensetzung beizumischen und so den Regenwurm zu zwingen, ein 
definiertes Bodengemisch aufzunehmen. 


6) Mikrobielle Beschaffenheit 


Um die mikrobielle Beschaffenheit der verwendeten N aturbéden und 
ihre Veranderung durch die Aufbereitung zu erfassen, wurden auf 
Peptonagar Keimzahlbestimmungen durchgefiihrt. 


Vom Boden L und U wurden mehrere Proben gleichzeitig und an gleicher Stelle 
entnommen und sofort plattiert. Der gleiche Boden wurde auch getrocknet und 
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8 Tage spater plattiert; ferner wurde solch getrockneter Boden wiederbefeuchtet 
und nach weiteren 8 Tagen untersucht. 

Der Keimgehalt des Bodens L war wesentlich héher als der des Bodens 
U. Die Keimzahlen der gleichzeitig und an gleicher Stelle entnommenen — 
im frischen Zustand getesteten — Proben von Boden L schwankten 
sehr. Im getrockneten Boden war der Keingehalt am geringsten. Im 
wiederbefeuchteten war er 5—8mal hoher. Es handelt sich also bei den 
Béden L und U um zwei Bodenarten, die sich in ihrer mikrobiologischen 
Aktivitat wesentlich unterscheiden. 

Durch das Trocknen wird ein groBer Teil der Mikroorganismen ab- 
getdtet. Im wiederbefeuchteten Boden erfolgt dann eine Vermehrung der 
lebensfahig gebliebenen Keime. Die Aufbereitung der Béden (Trocknen, 
Sieben, Wiederbefeuchten) hat zur Folge, daB der Keimgehalt der einzel- 
nen Proben innerhalb einer Gruppe — im Gegensatz zum frischen Boden — 
kaum differiert. Die Boden werden also durch diese Behandlung auch 
mikrobiell wesentlich homogener. 


c) Modellbéden als Regenwurmnahrung 


Die Nahrung der Regenwiirmer besteht neben Erde notwendigerweise 
auch aus organischem Material. Den Boden muBte also solches Futter 
zugesetzt werden. Um einmal natiirlichen Verhaltnissen méglichst nahe 
zu kommen, um zum anderen auch ein Futter zu haben, das in spateren 
Wirkstoffversuchen nicht interferieren konnte, wurden zwei Mischungen 
aus Pflanzenmaterialien zusammengestellt. Ein einseitiger EinfluB wurde 
dadurch ausgeschlossen, daB jede Mischung aus 3 verschiedenen gewichts- 
gleichen Teilen bestand : Mischung A : Cellulose (Schl. &Sch.), Sojabohnen- 
mehl, Calciumoxalat (Merck); Mischung B: Achillea millefolium L., 
Kraut; Urtica dioica L., griine Blatter; Valeriana officinalis L., Wurzeln. 
Alle Teile waren lufttrocken und zerkleinert. Die Bestandteile der Mi- 
schung A waren, abgesehen vom Sojabohnenmehl, chemisch definierte 
Substanzen. Fiir die Mischung B wurden ganze Pflanzenteile — Blatter, 
Stengel und Wurzeln — genommen. 

Fir die Keimzahluntersuchungen wurde einem Teil der Boden nicht 
das Pflanzenmaterial, sondern Glucose zugesetzt. 

Die Boden, die zu den Versuchen verwendet werden sollten, waren 
zunachst darauf zu priifen, ob sie sich als Regenwurmnahrung eigneten. 
Ein MaBstab hierfiir ist die Menge der produzierten Kriimel, denn je 
besser ein Substrat den Regenwiirmern zusagt, um so aktiver werden sie 
und um so mehr fressen sie von dem Material. 


Boden L und U wurden teilweise verschiedene Mengen Glucose bzw. Pflanzen- 
material A und B untergemengt und angefeuchtet. 6 Tage danach wurden Regen- 
wiirmer (Hisenia foetida etwa 1,6 g/100 g Boden) eingesetzt und dann 2 Tage spater 
die innerhalb von 24 Std abgelegten Kriimel gesammelt und gewogen. 
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Die Wiirmer produzierten in den Béden ohne Zusatz nur sehr geringe 
Mengen Kriimel, im Boden U weniger als in L. Nach Zusatz von organt- 
schem Material trat eine starke Erhéhung der Kriimelproduktion 
(2—3fache des Kérpergewichtes) ein. In Boden mit Pflanzenmaterial 
war dieser Anstieg groBer als in den Glucose-Béden. Die Kriimelproduk- 
tion nahm wieder ab, wenn der Zusatz 2°/, iiberstieg (Tab. 1). 


Tabelle 1. Innerhalb von 24 Std von 8 Stiick Eisenia foetida an 
die Oberfliche der Modellbéden ausgestoBene Regenwurmkriimel 


Regenwurmkriime!l (g) 
aus Bodengemischen 


Zugesetztes Material 


Art Menge (%) U L 

= = 0,13 0,64 
0,25 Ob. Tats 
0,50 0,9 ai 
Glucose 1.00 0.7 17 
2,00 — 1,0 
Pflanzenmaterial A if 6,1 9.4 
(Cellulose/Soja/ 2 5,3 7,0 
Oxalat) 3 4,9 ak 
Pflanzenmaterial B 1 Pa 4,5 
(Achillea/Urtica/ 2 3.8 5,2 
Valeriana) 3 2,5 1,2 


Die Ergebnisse geben auch Aufschlu8 dariiber, wie lange sich der Boden im 
Regenwurmdarm befindet. Je mehr aufgenommen wird, d.h. je besser der Boden 
als Regenwurmfutter zusagt, um so mehr Kriimel werden abgelegt und um so 
schneller verlaBt er den Darm (z. B. muf&te bei einem Koérpergewicht von 3,2 ¢/GefaB 
und einer max. Kriimelproduktion von 5—9 g in 24 Std der Boden spatestens nach 
einem drittel bis halben Tag den Verdauungstrakt passiert haben). 

Die sich oft widersprechenden Angaben (Evans 1948; Grarr 1953; RuscHMANN 
1953) tiber die Kriimelproduktion bzw. die Verweildauer im Regenwurmdarm 
erkliren sich wohl zum Teil aus unterschiedlichen Ernaihrungsbedingungen. Die 
Annahme von Ruscumann, daB sich die Nahrung mehr als einen Tag im Regenwurm 
aufhalt, darf also nicht verallgemeinert werden. 

Aus der hohen Kriimelproduktion kann geschlossen werden, daB die 
verwendeten Béden mit einem Zusatz organischen Materials ein giinstiges 
Bodengemisch fiir Regenwiirmer, insbesondere fiir Eisenia foetida, sind. 

Insgesamt zeigen also die Ergebnisse, da solche Modellbéden ein 
geeignetes Substrat sind, um den EinfluB der Regenwiirmer auf die 
Mikroorganismen im Boden zu untersuchen. 


2. Versuche mit Modellbéden 
a) Totalkeimzahl 


Es war nun zu priifen, welchen Einflu8 die Regenwiirmer auf die 
Keimzahl der ihren Verdauungstrakt passierenden Béden haben. Hierbei 


“a 


tala | 
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ist zu beriicksichtigen, daB das dem Boden beizumischende organische 
Material auch die Mikroorganismen beeinfluBt, fiir die es natiirlich von 
verschiedenem Wert ist. 


a) Boden + Glucose 


Boden U wurde mit verschieden starken Glucoselésungen angefeuchtet und zum 
Teil nach 6 Tagen mit Hisenia foetida besetzt. 2 Tage spater erfolgte dann die Be- 
stimmung der Keimzahlen von Kriimeln und Boden. 

Die Keimzahl war in allen Boden um so héher, je mehr Glucose sie ent- 
hielten. In den Regenwurmkriimeln aller Glucose-Béden war die Zahl 
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Abb.1. Der Keimgehait von Boden U mit ver- 

schieden groBen Zusitzen an Glucose und 

von entsprechenden Regenwurmkriimeln auf 

Peptonagar. Nullwerte: U 0,65; Regenwurm- 

kriimel U 1,3 -10®*Keime/g Boden.—— Boden U, 
—— Regenwurmkrtimel 


Abb.2. Der Keimgehalt von Boden U mit ver- 
schieden groBen Zusaitzen an Pflanzenmaterial 
Bund von entsprechenden Regenwurmkriimein 
auf Peptonagar. Das Pflanzenmaterial war ent- 
weder mit dem Bodem vermischt (links) oder 
neben diesen gelegt (Siule rechts). Nullwerte: 
U 0,43; Regenwurmkriimel U 0,73 - 10° Keime/g 
Boden. —— Boden U, —— Regenwurmkriimel 


der Mikroorganismen viel geringer als in den Boden ohne Regenwiirmer. 
In den Kontrollbéden ohne Glucose dagegen war der Keimgehalt der 
Kriimel hoher (Abb. 1). 


6) Boden + Pflanzenbestandteile 


Boden U wurde mit je 1, 2, und 3g der Futtermischung B versetzt. In einem Teil 
der GefaBe war das Pflanzenmaterial nicht dem Boden untergemischt, sondern un- 
mittelbar neben den Boden gelegt, um zu beobachten, welchen HinfluB die vermen- 
gende Tatigkeit der Regenwiirmer auf die Keimzahl hat. Hin Teil der Boden wurde 
nach 6 Tagen mit Hisenia foetida besetzt. 2 Tage spaiter erfolgte dann die Bestim- 
mung der Keimzahlen auf Peptonagar. 

Der Keimgehalt aller Béden war um so hoéher, je mehr organisches 
Material sie enthielten. Im Gegensatz zu den Glucose-Béden lag der 
Keimgehalt der Regenwurmkriimel immer um etwa 40—100°/, tiber dem 
der entsprechenden ungefressenen Béden. In den Gefafen, in denen das 
Pflanzenmaterial neben den Boden gelegt wurde, war der Keimgehalt in 
den Kriimeln gegeniiber dem regenwurmfreien Boden am weitaus 
starksten vermehrt (Abb. 2). 

Gleiche Versuche mit Boden L fihrten zu grundsatzlich gleichen Er- 


gebnissen. 
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y) Besprechung der Ergebnisse 

Die Zahl der Mikroorganismen in den Modellbéden ist also zunachst 
von der Art und der Menge des darin fein verteilt enthaltenen organischen 
Materials abhangig (die Keimzahl war um so héher, je gréBer die Zusatze 
waren). Dieser Einflu8 wird auch noch in den Béden sichtbar, die den 
Verdauungstrakt der Regenwitirmer passiert haben. 

Ein mikrobiell direkt verwertbarer Stoff (Glucose) wird schnell von 
den Mikroorganismen dem Boden entzogen, erméglicht diesen eine rasche 
Vermehrung, die aber bald durch Erschépfung des Nahrstoffes begrenzt 
wird. Fri8t dann der Regenwurm einen solchen Boden, der auBer den 
Mikroorganismen kaum weitere Nahrstoffreserven enthalt, dann 1aBt sich 
auch keine Zunahme der Mikroben erwarten, denn wahrend der Passage 
werden vom Regenwurm keine Nahrstoffe hinzugefiigt, eher ist an die 
Verdauung passierender Mikroben zu denken. Tatsachlich erfolgt in 
solchen Béden eine Verringerung der Keimzahl im Regenwurmkriimel. 
Diese Abnahme kann kaum auf einer Verdauung des Zuckers durch die 
Regenwtirmer beruhen, da nach STaRKEY (1924) sowie WAKSMAN u. 
STARKEY (1924) die Glucose in derartigen Béden bereits nach 2—4 Tagen 
verbraucht ist, die Regenwiirmer aber erst 6 Tage nach der Glucose- 
zugabe in die Béden gesetzt wurden. 

Dagegen bewirkte beigemengtes Pflanzenmaterial, welches vor allem 
aus schwer aufschlieSbarem Material bestand, regelmaBig eine Zunahme 
der Keimzahl im Regenwurmkrimel gegeniiber dem Ausgangsboden. 
Da der Regenwurm die Pflanzenteile wihrend der Passage des Ver- 
dauungstraktes weiter mechanisch zerkleinert (Muskelmagen), durch 
Verdauungssafte angreift und schlieBlich noch inniger mit dem Boden 
vermischt, so mu8 ein solches Gemenge fiir die Mikroflora ein giinstigeres 
Nahrsubstrat sein als das Ausgangsmaterial, und es 1aBt sich damit auch 
eine hohe Keimzahl erwarten. 

In einem Boden, dem das organische Material nicht untergemischt, 
sondern beigelegt wurde, frift der Regenwurm von beidem und vermischt 
es. Dieses Vermischen unterbleibt naturgemi8 im regenwurmfreien 
Boden. Die Unterschiede im Keimgehalt zwischen Kriimel und Boden 
muBten deshalb bei diesen Gemischen besonders hervortreten. 

In der Natur fri8t der Regenwurm kein fertiges Gemisch aus Boden 
und Pflanzen, sondern vermengt — wie in den Versuchen mit dem neben 
den Boden gelegten Material — beides. Um der Leistung des Regenwurms 
in der Natur gerecht zu werden, diirfen also alle Keimzahlen von Regen- 
wurmkriimeln aus Boden-Pflanzen-Gemischen nur auf die Keimzahlen 
des Bodens ohne Zusatze bezogen werden. Der Regenwurm schafft also 
schon allein durch diese vermengende Tatigkeit fiir die Mikroflora giin- 
stige Nahr- und Lebensbedingungen und bewirkt damit ein Ansteigen der 
Keimzahl. 
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b) Zahl selektiv erfaBbarer Keime 


Wesentlich ist nun nicht allein die Frage, ob ein EinfluB der Regen- 
wurmer auf die Totalkeimzahl vorliegt, sondern vor allem, ob auch die 
Mikroflora artenmaBig verandert wird. Hierzu wurde die Zu- bzw. Ab- 
nahme bestimmter Mikroorganismen unter dem Einflu8 der Regenwiir- 
mer in verschiedenen Béden bzw. Bodenmischungen verfolgt. 


«) Boden + organisches Material 


Suspensionen der Béden L bzw. U mit verschiedenen Zusatzen (Glucose, 

Pflanzenmaterial) sowie von den entsprechenden Regenwurmkriimeln wurden auf 
Selektiv-Nahrbéden (siehe 8. 55) plattiert. 
Die Suspensionen waren die gleichen bzw. 6 
solche gleichartig behandelter Boden, wie 
sie in den vorangegangenen Untersuchungen 
zur Ermittlung der Gesamtkeimzahl ver- 
wendet wurden. 

1. Actinomyceten. Auf Czapek- 
Agar wurde zunachst der Gehalt der 
Béden an Actinomyceten bestimmt, 
die nach Rrepen (1955) den wesent- 
lichen Bestandteil der autochthonen 
Mikroflora natiirlicher Béden aus- 
machen und die nach RUSCHMANN 0 7 7 Sg tRW 
(1953) sowie Scutrz u. FELBER (1956) Phlanzenmaterialzusalz 


im Verdauungstrakt des Regenwurms Abb.3. Der Actinomycetengehalt von Boden U 
b d manta ei Di mit verschieden groBen Zusitzen an Pflanzen- 
esonders egunstig werden. 1€ material A und yon entsprechenden Regen- 


Actinomycetenzahl der Boden L und wurmkriimeln auf Czapek-Dox-Agar. Das 
U betrug: L = 2,6; U = 0,014; im Yermisent (links), oder neben diesen gelest 
Kriimel 5,05 baw. 0,015-10° Keimo/g ‘Siu rents, Nulwete: 00008, Regen 
Boden. Glucosezusatz fiihrte in keinem |= — Boden U, ——Regenwurmkriimel 
Falle zu einer Zunahme. Nach Zusatz 
von Pflanzenmaterial A stieg die Actinomycetenzahl in allen Boden stark 
an. Im Kriimel waren sie erheblich zahlreicher als im regenwurmfreien 
Boden (Abb.3). 

2. Oxalatpositive Mikroorganismen. Der EinfluB der Regen- 
wiirmer auf die Zusammensetzung der Mikroflora des Bodens wurde 
weiter an der zahlenmaBigen Verdnderung physiologischer Mikro- 


organismengruppen untersucht und zwar der oxalat- und der asculin- 


* 
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positiven. 

Die oxalatpositiven bauen im Boden die Oxalsaure und ihre Salze, auch das fast 
unlésliche Calciumoxalat ab. BAssaLik (1914) beschrieb ein oxalsiureverarbeitendes 
Bakterium, ,, Bacillus extorquens‘‘, welches er vor allem in Regenwurmkriimeln fand. 
Andere Untersucher gaben an, da auch noch weitere Mikroorganismen verschieden- 
ster Art zur Oxalsaiureverarbeitung befahigt sind, so zu den Proactinomyceten 
(Miitter 1950) und den Streptomyceten (Koip 1957) gehérige. Diese im Boden 
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vorkommenden Mikroorganismen werden in der Plattenmethode daran erkannt, 
daB sie in der Umgebung der Kolonie das Calciumoxalat auflésen (BHAT u. BARKER 
1948). 

Boden L und U enthielten nur wenige oxalatpositive Keime. Glucose- 
zusatz erhohte ihre Zahl nur im U-Boden. Die Regenwurmkriimel des 
Glucose-Bodens L enthielten nur wenig, die 
von Boden U dagegen erheblich mehr Keime 
als die ungefressenen Béden (Abb.4). Nach 
Zusatz von Pflanzenmaterial trat in beiden 
Béden eine starke Vermehrung der oxalat- 
positiven Keime ein. Ein weiterer Anstieg er- a 
folgte, wenn diese Boden von Regenwtrmern 
gefressen wurden. Die prozentuale Steigerung 
der Keimzahlen durch Zugabe organischen 12 
Materials und durch die Darmpassage war 
in den Béden mit der Mischung A jeweils am 


starksten (Abb.5). 
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Abb.4. Der Gehalt an oxalatpositiven Keimen von Boden U 

und L mit verschieden groBen Zusitzen an Glucose und von 

entsprechenden Regenwurmkriimeln auf Oxalatagar. Null- 

wert: L 0,07; U 0,003; Regenwurmkriimel: L 0,26; U 0,34 - 

10° Keime/g Boden. Boden L, ——— RW.-Kriimel L, 
—-—-— Boden U, ------ RW.-Kriimel U 


Abb.5. Der Gehalt an oxalatpositiven Keimen von Boden U 
und L mit verschieden groBen Zusitzen an Pflanzenmaterial A 
und von entsprechenden Regenwurmkriimeln auf Oxalatagar. 
Das Pflanzenmaterial war entweder mit dem Boden vermischt 


Sr hse neben a gelegt (Séule rechts). Nullwerte: 0 Fl é Fg +RY 
0,0004; L.0,018; Reg enwurmkriimel: U 0,006; L 0,15 + 10? . 
Keime/g Boden. Boden L, ——— RW.-Kriimel L, PMlanzenmatertalzusatz 

oe Boden U, ------ RW.-Kriimel U Abb.5 


3. Asculinpositive. Asculinpositive Mikroorganismen spalten gluco- 
sidische Verbindungen vom Typ des Asculins. Im Boden verhindern diese 
Mikroben damit die Ansammlung solcher Stoffe. Die Asculinpositiven 
Mikroorganismen gehéren zu den verschiedensten systematischen 
Gruppen. Sie bilden auf Asculinagar um die Kolonien braune Héfe. 
Die Kontrollbéden enthielten: L = 0,99; U = 0,055 die gefressenen: 


‘ 


ve/g Boden 
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L = 3,79 und U = 0,138 - 108 asculinpositive Keime/g Boden. Bei Zusatz 
von organischem Material-erhéhte sich ihre Zahl in beiden Béden. Hine 
weitere Zunahme erfolgte, wenn diese gefressen wurden (Abb. 6 u. 7). 

Der Einflu8, den die Regenwiirmer auf die untersuchten Mikro- 
organismengruppen ausiiben, hingt also, wie bei der Gesamtkeimzahl, 
wesentlich von dem im Boden vorhandenen organischen Material ab. 
Dabei kénnen aber Gesamtkeimzahl und einzelne Gruppen gegenlaufig 
beeinfluBt werden. Wahrend in den Glucosebéden unter dem EHinfluB der 


% 
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Abb.6. Der Gehalt an disculinpositiven Keimen von 
Boden U und L mit verschieden grofen Zusaitzen 
an Glucose und von entsprechenden Regenwurm- 
kriimeln auf Pepton-Asculin-Agar. Boden L, 
— ——RW.-Kriimel L, —-—-— Boden U, 
------ RW.-Kriimel U 


Abb. 7. Der Gehalt an iisculinpositiven Keimen von 
Boden U und L mit verschieden groBen Zusitzen L 
an Pflanzenmaterial B und von entsprechenden = U 
Regenwurmkriimeln auf Pepton-Asculin-Agar. Das oe 
Pflanzenmaterial war entweder mit dem Boden t @ 3g ohne +RW 
vermischt (links) oder neben diesen gelegt (Siule PHlanzenmarertalzusale 

rechts). Boden L, ——— RW.-Kriimel L, Abb.7 

—--—--— Boden U, ------ RW.-Kriimel U 


10’ aesculinpositive/g Boden 


Regenwiirmer die Gesamtkeimzahl zuriickgeht, werden die asculin- 
positiven Keime vermehrt, und die Actinomyceten-Keimzahl bleibt 
unverandert. Die Vermehrung einzelner Gruppen, so die der Asculin- 
positiven, kénnte darauf beruhen, daB diese Organismen im Darm und 
Kriimel besonders giinstige Entwicklungsbedingungen finden. Der 
fehlende EinfluB der Glucose auf die Actinomyceten la8t sich vielleicht 
dadurch erklaren, daB der leicht verwertbare Zucker von schnellwiichsi- 
gen Mikroorganismen rasch aufgenommen wurde und so den langsam- 
wachsenden Actinomyceten kaum Nahrstoff fiir ihre Vermehrung blieb. 
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Da der Regenwurm diesen Béden keine geeigneten Nahrstoffe zufigen 
konnte, blieb der U-Boden frei von Actinomyceten, der Gehalt des 
L-Bodens unverandert. 

In den Béden mit den Pflanzenmaterialgemengen verarbeitete der 
Regenwurm das zugesetzte organische Material zu einer besseren 
Nahrstoffquelle fiir die Mikroorganismen, zum Teil besorgte er tiberhaupt 
erst die Vermischung des Futters mit dem Boden. Die Keimzahl aller 
untersuchten Mikroorganismen stieg unter diesen Bedingungen an. 
Besonders stark war diese Vermehrung, wenn das Pflanzenmaterial 
spezielle Nahrstoffe enthielt. So war die Entwicklung der oxalatverarbei- 
tenden Mikroben durch die Oxalatmenge begrenzt. 

Boden L und U wurden grundsatzlich gleichsinnig beeinflu&t. Die 
Stimulierung der Mikroflora, die auf die vermengende Tatigkeit der 
Regenwiirmer zuriickgeht, wurde aber im U-Boden besonders deutlich, 
wahrscheinlich, weil dieser extrem arm an organischer Substanz ist. 


6) Béden mit eingeimpften LZ. coli 


Bei gleichzeitiger Forderung bestimmter Mikroorganismengruppen 
war die Gesamtkeimzahl des Bodens (Glucose-Béden) unter EinfluB des 
Regenwurms vermindert. Es mtissen also andere Gruppen zahlenmabig 
zurickgedrangt worden sein. Man sto8t hier auf das Phanomen, da8 sich 
hinter einer bestimmten Gesamtkeimzahl ganz unterschiedliche Gruppie- 
rungen von Bodenmikroben verbergen kénnen, bzw. daf hinter geringen 
Verschiebungen der Gesamtkeimzahl viel staérkere Umgruppierungen 
erfolgen (WinTER 1949). Es ist zu erwarten, daB nichtautochthone 
Bakterien, die durch bestimmte Ereignisse oder Eingriffe in den Boden 
gelangen, von solchen Verschiebungen sehr stark erfaBt werden. 

Ein solches nicht autochthones Bakterium ist H. coli, das unter natiir- 
lichen Bedingungen mit Diinger und Abwassern in den Boden gelangt. 
Dieses Bakterium ist auf Selektivniahrmedium (Kongorot-Milchzucker- 
Agar) leicht von anderen Bodenmikroorganismen zu unterscheiden. In 
Modellbéden, die mit H. colt beimpft waren, sollte nun untersucht werden, 
wie diese Bakterien durch die Regenwiirmer beeinfluBt werden. 

1. Haltbarkeit von £. coli. Zunachst war zu priifen, ob und wie sich 
E. colt iiber eine langere Versuchsperiode im regenwurmfreien Boden 
halt, und wie grof der H. coli-Anteil nach dieser Zeit an der Gesamt- 
population ist. Dariiber hinaus muBte geklart werden, inwieweit das 
Pflanzenmaterial, das dem Boden beigemischt werden muBte, den Coli- 
und Gesamtkeimgehalt des Bodens beeinfluBte. 


Aus Boden L wurden Modellbéden angesetzt, mit einer Suspension von £. coli 
(4+ 108/ml) in 1°/,iger Glucose-Bouillon angefeuchtet und gut durchmischt. (Cha- 
rakteristik des H. c.-Laborstammes: Urease —, Indol +, Lactose +, Dextrose + 
Gasbildung +, H,S —, Asculin —, Endo: Fuchsinglanz). Einem Teil der Béden 
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war trockenes, zerkleinertes Pflanzenmaterial beigemischt: Achillea millefolium 
(Kraut), Hesperis matronalis (Blatter), Hyoscyamus niger (Blatter), Matricaria 
chamomilla (Bliten), Urtica dioica (Blatter), Valeriana officinalis (Wurzeln) baw. 
Cellulose (Schl. & Sch.). Die GefaBe wurden unter Standard-Bedingungen (siehe 
S. 54) aufbewahrt. Nach 18 Tagen wurden Proben entnommen, in Kongorot-Agar 
plattiert und die Gesamtkeimzahl sowie die der Z#. coli ermittelt. 


Hyoscyamus 7 


Achillea 7 
Urtica 7 
Achillea 2 


Cellulose 2 
Valeriana 7 
Valeriana 2 
Hyoscyamus 2 
Matricaria 7 
Hesperis 7 
Matricaria 2 
Hesperis 2 


Urtica Z 


| | 
my, 9, 2 700 200 300 


Zusatz zum Boden L 16*Keime/g Boden 


Abb.&. Der Gesamtkeim- und Z£. coli-Gehalt in verschiedenen mit #. coli beimpften Bodengemischen 
am 18. Tag nach Versuchsbeginn. J Z. coli, (1) tibrige Keime 


18 Tage nach dem Impfen hatten die verschiedenen Bodenmischungen 
eine stark unterschiedliche Gesamtkeimzahl. Sie wiesen teils einen 
geringeren, meist jedoch einen wesentlich héheren Keimgehalt als die 
Boden ohne Pflanzenmaterial auf. Bei 2°/) Zusatz war die Keimzahl 
groBer als bei 1/o. 

Nach 18 Tagen fand sich in allen Boden noch ein erheblicher Gehalt an 
E. coli. Im Boden ohne Zusatz bzw. mit Cellulose waren die meisten 
Keime Z. coli. In den Boden-Pflanzengemischen war die Coli-Keimzahl, 
abhangig von Art und Menge des zugefiigten Materials, sehr unterschied- 
lich. Hier hatten die Boden mit dem gréBeren Anteil Pflanzenmaterial 
nicht immer eine groBere Keimzahl, bei Matricaria war sogar ein erheb- 
liches Absinken zu beobachten. Der relative Anteil der HL. coli war bei 
2°/, Pflanzenmaterial meist sogar erheblich geringer als bei 1°/) (Abb.8). 
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Die Héhe der Gesamtkeimzahl wurde also nicht allein durch die Menge, 
sondern auch durch die Art des beigemengten Materials beeinfluBt. Die 
geringsten Totalkeimzahlen ergaben Bodenmischungen, die vor allem 
mikrobiell schwer aufschlieBbare Stoffe enthielten, wie der Cellulose- 
Boden und die Béden mit viel ver- 
holzten Pflanzenteilen, die Wurzeln 
von Valeriana und das viele Stengel 
80 enthaltende Material von Achillea. 
Hohe Keimzahlen wurden durch 
Blatter und Bliten bewirkt. 


700 


g 


E£. coli- und Gesamtkeimzahl werden 
durch das beigemengte Material teilweise 
in entgegengesetzter Richtung beein- 
fluBt. Die Ursachen fiir dieses Verhalten 
wurden nicht geklart. Es ware denkbar, 
daB hier ein Einflu8 von Wirkstoffen 
vorliegt, die mit dem Pflanzenmaterial 
in den Boden gelangten (WINTER 1953, 
1957). 

Fir die weiteren Untersuchungen 
wurden Pflanzen ausgewahlt, unter deren 
0 eH 0 331092 Winflu8 der Coli-Anteil an der Gesamt- 

Abb.9. E. coli-Gehalt eines mit E. c. geimpften keimzahl besonders hoch (Valeriana, 

Pflanzenmaterial-Boden-Gemisches nach ver- nach WINTER u. WILLEKE 1952 E. coli 

schieden langer Zeit sowie der entsprechenden SS : s 
fordernd) oder sehr gering (U7rtica) war 


Regenwurmkriimel. —— Boden ohne a 
Regenwiirmer, —— Regenwurmkriimel bzw. etwa 50°/, betrug (Achillea). 
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2. FE. coli-Gehalt von Regenwurmkriimeln 


Modellbéden mit 2°/, Pflanzenmaterial B wurden mit #. coli beimpft und zum 
Teil jeweils 2 Tage vor der Probenentnahme mit Hisenia foetida besetzt. Am 5., 10. 
und 33. Versuchstag wurden auf Kongorot-Agar die Keimzahlen des regenwurm- 
freien Bodens und die von Regenwurmkriimeln bestimmt. 


In allen Boden wurde in der Versuchszeit H. coli nachgewiesen> Ihre 
Zahl nahm mit der Zeit ab. Der Gehalt an Z. coli war im regenwurmfreien 
Boden viel héher als im Kriimel (am 10. Versuchstag 10°/, bzw. 0,3°/, der 
Gesamtkeimzahl) (Abb.9). 


3.H. coli und asculinpositive Mikroorganismen. Der E. coli- 
Anteil an der Gesamtpopulation war im Kriimel also im Vergleich zum 
ungefressenen Boden vermindert. Der Anteil der Bodenmikroben muBte 
sich daher erhéht haben. 


Diese Verhaltnisse wurden nun durch Plattieren auf Asculinagar untersucht, der 
eine Differenzierung in asculinpositive und asculinnegative Keime erlaubt. Da der 
verwendete H. coli-Stamm asculinnegativ war, umfafte die asculinpositive Gruppe 
lediglich Bodenmikroben. 
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a) Glucose-Coli-Boden 


Boden L wurde mit H. coli in 1°/,iger Glucose-Bouillon beimpft und zum Teil mit 
Hisenia foetida besetzt. Die Kontrollbéden erhielten nur Glucose mit bzw. ohne 
Eisenia foetida. Nach 3 Tagen wurden Proben aus den GefaéBen entnommen und zur 
Bestimmung der Keimzahlen in Kongo- und Asculinagar plattiert. 

Auch in diesem Versuch war die Zahl der Z. coli im Regenwurmkrimel 
erheblich geringer als im geimpften Kontrollboden. Die Zahl der asculin- 
positiven Mikroorganismen war dagegen mehrfach groBer. Ebenso waren 
im ungeimpften Boden letztere im 


5 140 
Regenwurmkriimel etwas zahl- 
reicher. Gegentiber den mit L.coli 7120 
beimpften Béden waren in den 
E.coli-freien Boden mehr asculin-  . 
oye . Y 
positive Keime vorhanden (Ab- & oy 
bild. 10). = 
6) Pflanzenmaterial-Coli- § 
Boden. Um den _ natiirlichen § a 
Verhaltnissen naher zu kommen, « 
;: eae ® 
wurde nun auch in £. coli-Béden, 20 
die Pflanzenmaterial enthielten, Le 
der Einflu8 der Regenwiirmer Oe pee > TAR ohne 
auf die Mikroflora untersucht. ungelmptt mit Ec. gelmptt 
“4 3 49 . Abb.10. Der Keimgehalt von Béden, die mit Z.c.- 
Boden L wurde mit Je t /9 Achillea, freier bzw. H. c.-haltiger Glucosebouillon (1°/,ig, 
Urtica oder Valeriana bzw. einer 4-108 H.c./ml) angefeuchtet wurden, sowie der 
Mischung dieser drei vermengt, mit Keimgehalt der aus diesen Boden hervorgegan- 
E. coli in Glucose-Bouillon beimpft genen Regenwurmkriimel. Die Keimzahlen wurden 


" é : Z 3 Tage nach dem Impfen auf Kongo- und Asculin- 
a 8 3 : wile - 
(9,5 10 E.c./ml) und teilweise jeweils agar bestimmt. aisculinpositive Keime, 


2 Tage vor der Probenentnahme mit f] E.coli, (asculinnegative Keime 
Eisenia foetida besetzt. Die Entnahme 

der Proben erfolgte am 3. und 8. Tag nach dem Ansetzen der Boden. Die Keim- 
zahlbestimmungen wurden in Kongorot- und Asculinagar durchgefiihrt. 

Nach Zusatz des Pflanzenmaterials trat auch hier eine Keimzahl- 
erhohung ein, und zwar sowohl bei #. coli als auch bei den asculinpositiven. 
Abgesehen vom regenwurmfreien Valeriana-Boden war in allen Proben 
die absolute Zahl der H. coli nach 8 Tagen geringer als nach 3 Tagen, 
wahrend der Gehalt an asculinpositiven Keimen meist zugenommen hatte. 

Im Regenwurmkriimel waren #. coli und asculinpositive gegenlaufig 
beeinfluBt. Wahrend im Kriimel der Gehalt an H. coli wesentlich geringer 
war als im ungefressenen Kontrollboden, war die Zahl der asculinposi- 
tiven Keime im Kriimel weitaus gréfRer (Tab. 2). 

Die Versuche mit den Coli-Béden belegen, daB der Regenwurm bei 
gleichzeitiger Stimulierung bodenstandiger Formen (asculinpositive) 
nichtautochthone Mikroben (H. col) zuriickdrangt. Er beschleunigt damit 
also die ,,mikrobielle Regeneration‘‘ des Bodens. 
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Fin selektiver Einflu8 des Regenwurms wurde besonders in dem 
E.coli begiinstigenden Valeriana-Boden deutlich: Wahrend im 
regenwurmfreien Boden der Z£. coli-Gehalt nach 3 und 8 Tagen gleich 
hoch war, verringerte sich dieser im Kriimel vom 3. zum 8. Tag auf 
weniger als ein Drittel. Der Einflu8 der Regenwiirmer itberlagerte also 
den des Pflanzenmaterials. 


Tabelle 2. Der Gehalt E. coli-beimpfter Boden bzw. Boden-Pflanzenmaterial-Gemische 
sowie der aus diesen hervorgegangenen Regenwurmkriimel an dsculinpositiven 
Mikroorganismen und an E. coli am 3. und 8. Tage nach dem Impfen 


10° Keime/g Boden 


Zugesetztes f x ; 
Material (1°/») Tage E. coli ascul. + 
ohne + RW ohne + RW 
ohne 3 565 72 1,5 7,8 
3 8 144 25 4,3 19,2 
Urtica 3 1488 274 13,7 180 
Be 8 184 94 14,2 74 
Valeriana 33 586 231 4.8 80 
fr 8 598 Ti {vGO.s.) 408 
Achillea 8 122 59 44 56 
Achillea + 
Urtica + 8 429 69 27 80 
Valeriana 


A TIL. Der Einflu8 des Regenwurms auf Leistungen der Mikroben im Boden 

Bodenbiologisch sind vor allem die Leistungen der Mikroben entschei- 
dend. Uber diese kénnen aber Keimzahlbestimmungen nur bedingt 
AufschluB geben. Es war daher erforderlich, den Einflu8 der Regenwiir- 
mer auf die Intensitat mikrobieller Vorginge im Boden zu untersuchen. 

Aus der groBen Zahl mikrobiologischer Umsetzungen wurden zwei 
gegensitzliche ausgewahlt: Der Abbau phytotoxischer organischer Stoffe 
und der Aufbau von vitaminwirksamen Substanzen. Diese Vorgainge, die 
im Boden von besonderer Bedeutung sind, lassen sich in biologischen 
Testen relativ leicht verfolgen. 


1. Abbau phytotoxischer Stoffe 


Durch Pflanzenausscheidungen, Blattstreu, Ernteriickstaénde usw. 
gelangen Stoffe in den Boden, die Keimung und Entwicklung benachbar- 
ter oder am gleichen Standort nachfolgender Pflanzen beeinflussen 
kénnen. 


So werden nach PickERinG (1917) Apfelbiume durch unter ihnen wachsende 
Gramineen geschadigt. Bop (1940) wies nach, daB Wermut benachbarte Pflanzen 
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durch Blattausscheidungen schadigen kann. Als toxischer Bestandteil von Encelia 
farinosa-Blattausscheidungen gilt nach Gray u. Bonner (1948) das 3-Acetyl-6- 
methoxybenzaldehyd. In Guayulekulturen (Parthenium argentatum) gedeihen die 
Randpflanzen besser als die in der Mitte des Bestandes wachsenden. BONNER u. 
Gaxston (1944), Bonner (1946) machten wahrscheinlich, dai Guayulewurzeln eine 
fiir die Pflanze autotoxische Substanz (Trans-Zimtsaéure) ausscheiden. WINTER u. 
Srevers (1952) wiesen auf die besondere Bedeutung der Laubstreu als Quelle 
toxischer Stoffe im Boden hin. Bustrrz (1953, 1954) fand in der Fichtenstreu 
keimungshemmende Substanzen, und WinTER u. Busiitz (1953) wiesen dort auch 
antibakterielle Stoffe nach, die einen entscheidenden Einflu8 auf die Rohhumus- 
anhaufung in nichtautochthonen Fichtenreinbestiinden haben. WINTER u. SCHON- 
BECK (1953/54) sowie ScHONBECK (1956) zeigten, daB mit den Ernteriickstanden 
des Getreides hemmende Stoffe in den Boden gelangen und hier mikrobiell inakti- 
viert werden. Ein Teil dieser Hemmstoffe wurde als phenolische Verbindungen (u.a. 
p-Oxybenzoesaure, p-Oxyzimtsaure) erkannt (BORNER 1955). 


Eine Anhaufung solcher Substanzen wird im allgemeinen durch ihre 
mikrobielle Zersetzung verhindert (BONNER 1946; ScHONBECK 1956). Es 
sollte deshalb untersucht werden, ob die Regenwiirmer durch Stimulierung 
der mikrobiellen Umsetzungen den Abbau derartiger Hemm- bzw. Wirk- 
stoffe beeinflussen. Diese Versuche wurden zunachst mit chemisch definier- 
ten Substanzen, dann aber auch mit Pflanzenmaterial durchgefiihrt, das 
Hemmstoffe noch weitgehend unbekannter Zusammensetzung enthielt. 


a) Voruntersuchungen 


Zunachst wurde dieToxicitat einiger Substanzen(vgl.Tab. 3) sowohl derTestpflanze 
(Weizenwurzeltest, SCHONBECK 1956) als auch den Regenwiirmern gegeniiber geprift. 
Im Pflanzentest war das 2,4-D am wirksamsten. Die Aglykone Hydrochinon und das 
Asculetin waren erheblich toxischer als die Glykoside selbst. Gegeniiber den Regen- 
wiirmern wirktenSalicylaldehyd,Hydrochinon, Arbutin,Salicylsiure undADTE inden 
zam Nachweisim Boden not- 
wendigen Mengen toxisch. Tabelle 3. Die Hemmwirkung verschiedener Sub- 

Fiir die weiteren Unter- stanzen auf die Entwicklung von Weizenwurzeln 


suchungen wurden das 2,4-D aniane er ae 
* ‘ ; rford. Konz. (y/m elative 
ae ne Le das Substanz far b0t/elge Hemmung Wirksamkeit 
sculetin ausgewahlt. 
b) Asculin 2,4-D 0,1 1 
Es wurde zuniichst der Sree 5,5 i 55 
3 oe alieylaldehyd 25 1/250 
Einflu8 der Regenwur- Hydrochinon 55 1/550 
NS auf den Abbau des Salicylséure 95 1/950 
Asculins—eininAesculus Asculetin 110 1/1100 
hippocastanum vorkom- eae 330 ae 
rts ieee sculin 1100 1 
mendes’ ~ Glykosi Arbutin 5300 1/53.000 


untersucht. 

Der Abbaumechanismus des Asculins auf Fe-haltigen Nahrbéden ist bekannt 
(HaLLMANN 1955): Spaltung des Glucosides, chemische Reaktion des Asculetins mit 
Fe! zu einer griin-braun gefarbten Verbindung. Im Boden wird dieser Vorgang 
gleichartig verlaufen, da sowohl Asculinspaltende Mikroorganismen als auch Fe™ 
vorhanden sind. 
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«) Asculin-Boden 


Boden U wurde mit 5 mg Asculin/g vermischt, angefeuchtet und zum Teil mit 
Eisenia foetida besetzt. Als Kontrolle diente asculinfreier Boden mit und ohne 
Regenwiirmer. Allen Béden wurden 2,5 Gewichtsprozente der Pflanzenmischung A 
zugesetzt. Dies erfolgte, weil 1. die Wiirmer nur dann geniigend aktiv sind, wenn 
Nahrmaterial in ausreichender Menge zur Verfiigung steht, 2. diese Mischung 
immer gleichma$ig zusammenstellbar war, und weil 3. sie selbst die Pflanzenentwick- 
lung in diesem Test nicht beeinfluBte (starke Verdiinnung des Bodenwassers auf 
etwa das Zehnfache). 


Die Extrakte aus allen asculinhaltigen Boden hemmten die Wurzel- 
entwicklung. Die Hemmwirkung blieb zunachst konstant bzw. nahm 
sogar zu, wurde aber dann allmahlich geringer. In den mit Regenwiirmern 


Relative Wurzellange 
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Abb.11. Relative Weizenwurzelentwicklung in Extrakten aus dsculinhaltigem und dsculinfreiem 
U-Boden mit bzw. ohne Regenwiirmer. Wurzelliinge in Kontrollbodenextrakt 100. Boden U 
mit Regenwitirmern, —— — Boden U mit Asculin, - - - - - Boden U mit Asculin und Regenwiirmern 


besetzten Béden nahm der Hemmstoffgehalt schneller ab als in den 
regenwurmfreien. Auch die braune Extraktfirbung der Asculin-Béden 
trat in denen mit Regenwiirmern schneller auf. Die Entfarbung verlief 
dann etwa mit der Hemmstoffabnahme parallel. In den Béden ohne 
Wirkstoff beeinfluBten die Regenwiirmer die Entwicklung der Weizen- 
wurzeln nicht (Abb. 11). 

Das Asculin wird also im Boden mit der Zeit abgebaut. Die zunachst 
konstant bleibende Hemmwirkung bzw. ihre Zunahme wird auf der Frei- 
setzung des Asculetins beruhen, das ja toxischer ist als das Glucosid 
(Goopwin u. Tavus 1950) (vgl. Tab.3). Man hatte deshalb erwarten 
k6énnen, daB der Hemmstoffgehalt der Boden mit Regenwiirmern, die ja 
die Entwicklung der asculinpositiven Mikroorganismen stimulieren, 
zunachst hdher sein wiirde als der der regenwurmfreien. Das war aber 
nicht der Fall. Dariiber hinaus wurden die Hemmstoff-Béden auch noch 
schneller entgiftet. Daraus darf man wohl schlieBen, da8 parallel zur 
Spaltung des Glucosides der Abbau der Spaltprodukte verlauft, und daB 
die Regenwiirmer diesen Vorgang stimulieren. 
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B) Asculetin-Boden 


Um den Einflu8 der Regenwiirmer auf die Abbauprodukte des Asculins 
za untersuchen, wurde statt des Glucosides das Aglucon dem Boden 
zugesetzt. 

Boden L wurde mit 2,5 mg Asculetin/g vermischt und wie im vorherigen Ver- 
such weiterbehandelt. 

Die anfangs starke Hemmwirkung der Extrakte verringerte sich mit 
der Versuchszeit, und zwar im Regenwurmboden sehr viel schneller und 
kontinuierlicher als im sg 


regenwurmfreien. Die In- % 
tensitat der auf die xy w& 
Reaktion des Asculetins = 

mit dem Fel!!! zuriick- 8 0 
zufiihrenden Extraktfiar- 

bung verlief parallel zur ¢ 40 — 
Hemmwirkung. Im Re- S p= 
genwurmboden war diese “ 20 
Fairbung, ebenso wie 


die Hemmwirkung, nach 
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Bees MEEES wage Abb.12. Relative Weizenwurzelentwicklung in Extrakten 
(Abb. 12). Die Regen- aus iisculetinhaltigem und asculetinfreiem L-Boden mit 
ts . : bzw. ohne Regenwiirmer. Wurzellinge im K ontrollboden- 
wurmer beschleunigen extrakt 100. Boden L mit Regenwtirmern, 


also nicht allein die ——— Boden L mit Asculetin, -------- Boden L mit 
Asculetin und Regenwiirmern 


Spaltung des Glucosides, 
wie nach den Versuchen mit den Asculinpositiven Mikroorganismen 
zu erwarten war, sondern auch den Abbau der Reaktionsprodukte. 


y) Ursachen des Abbaus 


Es war nun zu klaren, ob die schnellere Wirkstoffabnahme in den 
Regenwurmbéden rein mikrobiell bedingt ist, oder ob Regenwirmer 
auch durch Verdauung den Wirkstoffgehalt im Boden vermindern. Diese 
Frage wurde in regenwurmfreiem Kriimelboden und auch im Rohrchen- 
test unter sterilen und unsterilen Bedingungen untersucht. 


aa) Regenwurmkotboden U. 


Boden U, der die Pflanzenmischung A enthielt, wurde von Regenwiirmern voll- 
standig durchfressen. Diese wurden dann entfernt und Asculin (5 mg/g lufttr. 
Bodens) zugesetzt (die Feuchtigkeit betrug hier 70°/, d.m. WK.). Der Asculin- 
abbau in diesen Kotbiden wurde im Weizenwurzeltest mit dem in gleichartigen aber 
kot- und regenwurmfreien Béden verglichen. Als Kontrolle dienten entsprechende 
asculinfreie Boden. 

Die Extrakte der asculinhaltigen Boden hemmten auch hier die 
Weizenwurzelentwicklung. Die Hemmwirkung nahm im Kotboden er- 


heblich schneller ab als im ungefressenen Boden (Abb. 13). 
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Die schnellere Inaktivierung des Asculins ist also nicht an die unmittel- 
bare Anwesenheit des Regenwurms gebunden und beruht folglich nicht 
auf einer Verdauung des Asculins. Der raschere Abbau kann daher nur 
durch die Veranderungen, die der Boden wahrend der Passage erfahren 
hat, bedingt sein. Da die Zahl der asculinpositiven Keime im Regenwurm- 
kot in allen Béden bei allen 
Nahrstoffzusatzen erhdht 
ist, war anzunehmen, dab 
diese Umsetzungen, soweit 
sie die Asculinspaltung be- 
trafen, rein mikrobiell be- 
dingt sind. Es war aber zu 
klaren, inwieweit mikro- 
bielle Vorginge an der 
Inaktivierung des Ascule- 
tins beteiligt sind. 


¥ 10 6 Tage 


6B) Rébrehentest 
Abb.13. Relative Weizenwurzelentwicklung in Extrakten ? 
aus asculinhaltigem und dsculinfreiem U-Boden bzw. Der Abbau des Asculins 
Regenwurmkotboden aus Boden U. Wurzellinge in Ex- und’ des Asculetin- Realtones! 


trakten aus U-Boden 100. Regenwurmkotboden, 
——— Boden U mit Asculin, produktes wurde daher unter 
ee Regenwurmkotboden mit Asculin sterilen und unsterilen Bedin- 


gungen verfolgt. Hierzu wurden 
5ml einer waBrigen Asculinlésung (3- 10-4 g/ml) mit und ohne Bodenzusatzen 
(2 g)in Reagensréhrchen bei Zimmertemperatur gehalten und der Abbau des Asculins 
an Hand der verschwindenden UV-Fluorescenz beobachtet. Unter den gleichen Be- 
dingungen wurde eine wabrige Lésung des braungefarbten Reaktionsproduktes 
gehalten und seine Zersetzung am Verschwinden der Braunfarbung verfolgt. Die 
Sterilisation der Réhrchen erfolgte durch dreimaliges Autoklavieren (10min; 120°C) 
Die einzelnen Versuchsglieder sind in Tab.4 zusammengestellt. 


Die Fluorescenz des Asculins verschwand am schnellsten in den Proben, 
die Boden L bzw. Regenwurmkriimel aus diesem Boden enthieltem. In 
den re-infizierten, vorher sterilisierten Réhrchen mit dem Boden L war 
die Fluorescenz nach 10 Tagen erloschen. Bei Boden U verschwand die 
Fluorescenz erst nach 20 Tagen. In den sterilen Rohrchen blieb die 
Fluorescenz bis Versuchsende (62 Tage) unverandert. Die Entfarbung 
von Lésungen der Asculetin-Reaktionsprodukte erfolgte nur in den 
Proben, denen unsteriler Boden zugesetzt war, und zwar bei Regenwurm- 
kriimeln schneller (Tab. 4). 

Der Abbau des Asculins verlauft also im Boden im wesentlichen in drei 
Stufen: 1. Mikrobielle Glucosidspaltung in Asculetin und Glucose. 
2.Chemische Reaktion des Aglucons im Boden zu stark gefarbten 
Reaktionsprodukten. 3. Mikrobieller Abbau der braunen Reaktions- 
produkte. 
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Der Regenwurm begiinstigt den mikrobiellen Abbau des Asculins. Er 
greift an zwei Stellen in die Abbauvorgange ein, und zwar in der ersten 
und dritten Stufe. In der ersten bewirkt er eine Zunahme der Asculin- 
positiven Mikroorganismen und beschleunigt damit die Glucosidspaltung. 
In der dritten hat die unter seinem Einflu8 allgemein geforderte mikro- 
bielle Aktivitaét eine schnellere Inaktivierung der Reaktionsprodukte des 
Asculetins zur Folge. 


Tabelle 4. Der Abbau des Asculins und des Asculetin-Reaktionsproduktes unter sterilen 

und unsterilen Bedingungen in Reagensréhrchen ohne und mit verschiedenen Boden- 

zusttzen. Der Abbau wurde am Verschwinden der Fluorescenz bzw. der typuschen 
Braunfirbung verfolgt 


Zahl der Tage bis zum 


Marsmenreuatey Erléschen der Asculin- 
fluorescenz bzw. zur 
Art | Behandlung Entfarbung der Lésung 
Asculinlésung unsteril >62 
Asculinlésung | steril >62 
Asculinlésung + U unsteril 20 
Asculinlésung + U | steril >62 
Asculinlésung + L | unsteril 4 
Asculinlésung + L steril - 569 
Asculinlésung + L ire-infiziert 10 
Asculinlésung + Rw.-Kriimel (L) unsteril 3 
| 
Lésung des | 
Asculetinreaktionsproduktes | unsteril >62 
Asculetinreaktionsproduktes-+- L unsteril 9 
Asculetinreaktionsproduktes-+ L | steril >62 
Asculetinreaktionsproduktes-+ Rw.-Kriimel (L)| unsteril 6 


c) 2,4-Dichlorphenoxyessigsdéure 
Wahrend das Asculin eine pflanzliche, chemisch definierte Substanz 
ist, handelt es sich bei dem 2,4-D um eine ausschlieBlich synthetisch 
hergestellte Verbindung mit Wuchsstoffcharakter. Sie gelangt im 
Pflanzenbau bei der Unkrautbekimpfung in den Boden. 


Der Abbau dieser beiden Stoffe unterscheidet sich dadurch, da das Asculin erst 
nach mikrobieller und rein chemischer Uberfiithrung in andere, noch toxische Ver- 
bindungen mikrobiell inaktiviert wird, wahrend das 2,4-D direkt und ausschlieBlich 
mikrobiell abgebaut wird (Aupus 1949; Stapp u. F'RETER 1952a,b; AUDUS u. 
Symonps 1955). 

Béden L und U, denen die Pflanzenmischung A beigegeben war, wurde zum Teil 
2,4-D (Na-Salz 5 y/g lufttr. Bodens) zugesetzt. Die Boden, teils mit Regenwtrmern 
besetzt, wurden bei konstanter Temperatur und Feuchtigkeit gehalten und in zeit- 
lichen Abstanden extrahiert. Der Abbau des Wirkstoffes wurde an seiner Hemm- 
wirkung im Weizenwurzeltest verfolgt. 
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Die Extrakte der 2,4-D—L-Béden hemmten anfangs die Weizen- 
wurzelentwicklung gegentiber den 2,4-D-freien Béden um mehr als 
80°/,. Mit der Zeit nahm diese Hemmung ab. Im Regenwurmboden ver- 
ringerte sich die 2,4-D-Konzentration schneller als im regenwurmfreien 
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Abb.14 und 15. Relative Weizenwurzelentwicklung in Extrakten aus 2,4-D-haltigem und 2,4-D-freiem 

Boden (L: Abb.14, U: Abb.15) mit baw. ohne Regenwiirmer. Wurzelliinge im Kontrollbodenextrakt 

100, Boden L, bzw. U mit Regenwtirmern, ——— Boden L, bzw. U mit 2,4-D, ----- Boden L, 
baw. U mit 2,4-D und Regenwiirmern 


Boden. Nach 48 Tagen erreichte die Wurzellinge in den Extrakten aus 
diesen Boden nur 80°/, der Kontrolle, wihrend im Regenwurmboden kein 
Wirkstoff mehr festzustellen war (Abb. 14). 

Die 2,4-D—U-Béden hemmten zunachst das Weizenwurzelwachstum 
um mehr als 90°/,. Bis Versuchsende (nach 48 Tagen) nahm die Hemmung 
im regenwurmfreien Boden nicht wesentlich ab, wahrend gleichartiger 
Boden mit Regenwiirmern nach dieser Zeit das Wurzelwachstum nur um 
28°/, verringerte (Abb. 15). 

Der Abbau des 2,4-D ist also von der mikrobiellen Aktivitat des 
Bodens abhaingig: im keimreichen L-Boden erfolgt er schneller als im 
keimarmen U-Boden. 
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Aupus (1950), Newman u. THomas (1950), JensEN u. PETERSEN (1952) und 
Stapp u. SPICHER (1954) fanden, daB das 2,4-D von spezifischen Mikroorganismen 
abgebaut wird, die zum Teil diese Fahigkeit erst adaptiv erlangen (Aupus 1949, 
STEENSON u. WALKER 1956). Der zunaichst wenig verinderte 2,4-D-Gehalt in allen 
Béden kann deshalb als eine Latenzzeit interpretiert werden, waihrend der sich die 
entsprechenden Mikroorganismen vermehren bzw. anpassen miissen. Im Regenwurm- 
boden werden diese Vorgainge beschleunigt und somit auch der 2,4-D-Abbau. 
Besonders deutlich wird dieser Einflu8 in dem von Natur aus keimarmen U-Boden, 
wo der 2,4-D-Gehalt konstant bleibt, wenn Regenwiirmer in ihm fehlen. 


d) Phytotoxische Substanzen aus Stroh 


Die bisher untersuchten Wirkstoffe, Asculin und 2,4-D, wurden als chemisch 
reine Substanzen in den Boden gebracht und untersucht. Unter natiirlichen Bedin- 
gungen gelangen aber méglicherweise Wirkstoffe meist in gebundener Form als 
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Abb.16. Relative Weizenwurzelentwicklung in Extrakten aus strohfreiem und strohhaltigem L- 
Boden mit bzw. ohne Regenwiirmer. Wurzellinge im Kontrollbodenextrakt 100. Boden L 
mit Regenwiirmern, — —— Boden L mit Stroh, ------ Boden L mit Stroh und Regenwiirmern 


Bestandteile organischen Materials in den Boden oder entstehen hieraus. Hs sollte 
nun untersucht werden, ob auch die Regenwiirmer den Abbau von Hemmstoffen 


aus Stroh beeinflussen. . 

Boden L wurde mit 0,5°/, zerkleinertem Weizenstroh vermengt und in glasierten 
KulturgefaiBen 32 bzw. 64 Tage bei 8—10°C und bei 40°/, d.m. WK. gehalten. 
In einem Teil der GefaiBe wurde Lumbricus terrestris (1 g/100 g Boden) ausgesetzt. 
Zur Kontrolle wurde gleichartiger, strohfreier Boden mit und ohne Regenwtirmer 
analog behandelt. Von allen Boden wurden wibrige Ausziige hergestellt, die im 
Vakuum auf 55°/,d.m. WK. rekonzentriert wurden (Methodik bei ScHONBECK 
1953, 1956). Der Hemmstoffgehalt der Extrakte wurde im Weizenwurzeltest 
bestimmt. 

In den Extrakten aus Stroh-Modellbéden entwickelten sich die Weizen- 
wurzeln um mehr als 40°/, schlechter als in der Kontrolle: Diese Hemmung 
sank nach 32 Tagen auf 27°/, und nach 64 Tagen auf 24°/,. In den Stroh- 
béden dagegen, in denen Regenwiirmer tatig waren, konnten sowohl 
nach 32 auch als nach 64 Tagen keine Hemmstoffe mehr nachgewiesen 
werden. Im strohfreien Boden beeinfluBten die Regenwiirmer die Wurzel- 


entwicklung nicht (Abb. 16). 
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Wie in den vorhergegangenen Versuchen mit chemisch reinen Sub- 
stanzen, beschleunigt der Regenwurm auch den mikrobiellen Abbau der 
aus dem Stroh stammenden Hemmstoffe. 


2. Aufbau vitaminwirksamer Substanzen 


Mikroorganismen bauen nicht nur Wirkstoffe ab, sondern sie syntheti- 
sieren auch solche. Eine derartige Substanz ist z.B. das Vitamin Bj». 
Unter den Mikroorganismen des Bodens finden wir vitaminautotrophe 
und heterotrophe Formen (LocHHEAD u. THEXTON 1951, 1952). Vitamin- 
mangel kann fiir die Entwicklung der heterotrophen zum begrenzenden 
Faktor werden. 


Es sollte nun untersucht werden, ob die Synthese von Vitamin B,, durch den 
Regenwurm beeinflu8t wird. Hierzu wurde in Anlehnung an gebrauchliche Verfah- 
ren (VOGEL 1953; Drrco 1953; Micke 1955) der Gehalt an Vitamin-B,,-wirksamen 
Substanzen in Béden mit und ohne Regenwiirmer mit Lactobacillus leichmannii im 
Rohrchentest bestimmt. Es ist zu beriicksichtigen, daB in diesem Test neben Vitamin 
B,. eine Reihe anderer, sogenannte B,.-wirksame Substanzen (vgl. S. 56), erfabt 
werden. 


a) Boden U + Pflanzenmaterial 


Boden U mit und ohne Zusatz von Pflanzenmaterial B wurde zum Teil mit 
Regenwiirmern besetzt und dann unter Standardbedingungen (vgl. 8.54) auf- 
bewahrt. Nach 14 Tagen wurde der Vitamingehalt der Boden bestimmt. 

Der anfanglich geringe Vit- 
Tabelle 5. Vitamin Byy-Wirkung (Gesamt- amingehalt des Bodens stieg 
extraktwirkung) von Extrakten aus Boden U, hw Faeak PA 
Boden U + Pflanzenmaterial und aus ent- "8° § baat 3 on re 
sprechenden Regenwurmkriimeln 14 Tage nach material an. Die Regenwurm- 


Ansetzen der Boden kriimel aus Boden ohne Zusatz 
2 hatten keinen, die des Bodens 

12 my/g Boden ‘ P 
Extrakte aus Boden mit Pflanzenmaterial dagegen 
OB: Regenw.| + Regenw. einen wesentlich héheren Vit- 
Wieunnizaee te 0,33 0.40 amingehalt als die entsprechen- 
U + 1°/, Material B 4,61 19,97 den ungefressenen Béden 

(Tab.5). 


b) Boden L + Stroh 


Der EinfluB8 der Regenwiirmer auf den Vitamingehalt der Béden L wurde in den 
Strohbéden untersucht, in denen auch der Hemmstoffabbau bei Anwesenheit der 
Regenwtirmer verfolgt wurde (vgl. 8.75). Die Probenentnahme erfolgte 64 Tage 
nach Ansetzen der Béden. Die Versuchsanstellung unterschied sich von der des 
Bodens U dadurch, da Faktoren ausgeschlossen wurden, deren Wachstumswirkung 
auf das Testbakterium nicht B,.-bedingt waren. 


Der Vitamingehalt des Bodens L lag wesentlich itiber dem von Boden 
U. In den Strohbéden war die Vitaminkonzentration kaum héher als 


in den strohfreien. In den Regenwurmbéden lag sie dagegen iiber dem 
der entsprechenden regenwurmfreien (Tab. 6). 


= 7A 
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c) Besprechung der Ergebnisse 


Da der B,.-Aufbau nur mikrobiell erfolgen konnte, war der Vitamin- 
gehalt der Boden von der mikrobiologischen Aktivitat abhangig. Im 
keimarmen U-Boden war er dementsprechend gering. Durch Zugabe von 


Pflanzenmaterial wurde die 

Keimzahl erhéht, damit stieg Tabelle 6. Vitamin By-Wirkung (hitzelabile 

apt SON yi thi ng entrne Bogpakiypin ews ) von Extrakten aus Boden L, 
: ’ ‘ Boden L + 0,5°/, Stroh und aus entsprechenden 

tion. Die Regenwtirmer konn- — Regenwurmkriimeln 64 Tage nach Ansetzen 


ten hier die Aktivitat nur im der Boden 
Boden mit Pflanzenmaterial 

- Fi 3 3 Biz my/g Boden 
stimulieren, sie beeinfluBten Extrakte aus Boden 
daher auch nur in diesem for Regenw-| + Rexenw. 
Boden den Vitamingehalt. Tees 7caee 


6,1 8,7 


5,7 | 10,0 
Es finden im Boden also  L + 0,5°/, Stroh 
gleichzeitig ein Wirkstoffabbau 
(Hemmstoffe) und ein Wirkstoffaufbau (Vitamin) statt. Da beide Vor- 
ginge mikrobiell bedingt sind, kénnen sie durch die Regenwirmer, 
welche das Mikrobenleben im Boden férdern, stimuliert werden. 


Diskussion 

Es besteht also kein Zweifel, daB der Regenwurm einen wesentlichen 
EinfluB auf die Mikroflora des Bodens ausiibt, den er friBt, der seinen 
Verdauungstrakt passiert und den er in stabilen Kriimeln wieder aus- 
scheidet. Dieser Einflu8 wird meist schon in der Veranderung der 
Gesamtkeimzahl sichtbar. Innerhalb dieser ist aber eine unterschiedliche 
Beeinflussung einzelner Arten zu beobachten, d.h. einige Arten werden 
durch die Passage vermindert, andere vermehrt. Es kénnen also auch bei 
gleichbleibender Gesamtkeimzahl Verschiebungen in der Mikroben- 
population eintreten. Die so durch die Regenwirmer beeinflu&te Mikro- 
flora wirkt dann ihrerseits auf die mikrobiellen Umsetzungen im Boden. 

Der EinfluB des Regenwurms ist nun von zahlreichen Faktoren ab- 
haingig. Vorbedingung fiir die Hinwirkung ist zunachst, daB der Boden, 
seine Textur, Struktur, sein Wasserhaushalt, pu-Wert usw., den Regen- 
wiirmern giinstige Lebensbedingungen erméglicht. 

Von besonderer Bedeutung ist der Gehalt des Bodens an organischem 
Material. Sowohl fiir die Entwicklung der Regenwiirmer als auch fiir die 
der heterotrophen Mikroorganismen ist der Gehalt eines Bodens an 
verwertbarem organischem Material ein begrenzender Faktor. Ks ist also 
nur dann mit einem EinfluB der Regenwiirmer zu rechnen, wenn der 
Nahrstoffhaushalt des Bodens eine ausreichende Regenwurm- und Mikro- 
organismentatigkeit zulaBt. 

Der EinfluB der Regenwiirmer auf die Mikroflora des aufgenommenen 
Bodens ist wesentlich von dessen mikrobieller Beschaffenheit abhangig. 
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So kénnen sie natiirlich nur auf die Formen einwirken, die sie im Boden 
vorfinden. Daher geniigt, wenn bestimmte Mikroorganismen in der 
Population des Bodens fehlen — wie z.B. die Actinomyceten im Glucose- 
U-Boden —, die Passage nicht, um die Kriimel mit solchen Mikroorganis- 
men anzureichern. 

Da im Regenwurmkriimel ein Boden in dem ihm ,,gemafen, optimalen* 
Zustand vorliegt, stimulieren die Regenwiirmer vor allem die boden- 
heimischen und drangen die nichtautochthonen Formen,. wie £. coli 
zuriick. Diese halten sich in gréBerer Zahl ja nur in Boden abnormer Be- 
schaffenheit, die also unter dem Einflu8 der Regenwiirmer regenerieren. 

Wir finden somit unter dem Einflu8 des Regenwurms teils eine Ver- 
mehrung, teils eine Verminderung sowohl der Gesamtkeimzahl als auch 
der bestimmter Arten. Worauf beruht nun diese unterschiedliche 
Beeinflussung ? 

Die Verringerung der Keimzahl kann zunachst einmal auf eine Ab- 
totung bzw. Verdauung von Mikroorganismen zuriickzufiihren sein. Die 
herabgesetzte Keimzahl im Kriimel aus Glucose-Béden la8t sich kaum 
anders deuten. Auch bei der Verminderung der Z£. coli in allen gefressenen 
Coli-Béden ist eine solche Ursache méglich. Die Verminderung kann aber 
auch darauf beruhen, da die nichtautochthonen Mikroorganismen, die 
im ungefressenen Boden die Hauptmasse aller Keime ausmachten, im 
Kriimel weniger gtinstige Lebensbedingungen vorfinden, so da die 
Gesamtkeimzahl hier geringer sein mute. Daneben wirkt sich wahr- 
scheinlich aus, da der Regenwurm in nahrstoffarmen Béden den ohne- 
hin entwicklungsbegrenzenden Nahrstoffgehalt weiter vermindert. 

Die Zunahme der Keimzahl im Kriimel kann nur eintreten, wenn 
begrenzende Faktoren fiir die Entwicklung der Mikroorganismen mehr 
oder weniger eliminiert werden. Das wird besonders deutlich, wenn der 
Regenwurm schlecht aufschlieBbares Material friBt, es zerkleinert, 
andaut und so den Mikroorganismen ein giinstiges Nahrsubstrat zur 
Verfiigung stellt. 

Starker noch als durch die AufschlieBung stimuliert der Regenwurm 
die Mikroflora des Bodens dadurch, daB er organisches Material in den 
Boden bringt und es mit ihm vermengt. Er erhéht also den Gehalt an 
Mikrobennahrstoffen einmal dadurch, daB er dem Boden zusitzlich 
organisches Material zufiihrt, zum anderen, da® er dieses bzw. bereits 
vorhandenes den Mikroorganismen besser verfiigbar macht. 

Die gefundene unterschiedliche Beeinflussung einzelner Mikro- 
organismenarten kann darauf beruhen, daB die Lebensbedingungen in 
den Krumeln nicht fiir alle Mikroorganismen gleich giinstig sind. Hierbei 
k6énnen auer physikalischen und Nahrstoffaktoren usw. auch antibio- 
tische Stoffe, vor allem mikrobieller Herkunft, bedeutsam sein, die nach 
WINTER (1942, 1947) sehr haufig fiir die Entwicklung von Mikroorganismen 
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im Boden zum begrenzenden Faktor werden kénnen. Denkbar ist 
dies insbesondere bei den Actinomyceten, die ja im Regenwurmkriimel 
meist sehr zahlreich vorkommen und fiir die WrnTER (1950) gezeigt hat, 
daB sie im Boden bei der Abtétung und Zersetzung von Mikroben eine 
groBe Rolle spielen. 

Actinomyceten bilden nun, wie bekannt ist, nicht nur antibiotische 
Stoffe, sondern auch solche mit Vitamin-B,,-Wirkung (Burton u. 
LocHHEAD 1951). Nun ist aber nach LocnuEap u. THEXTON (1951, 1952) 
ein Teil der Bodenmikroorganismen B,.-heterotroph. Da dieses Vitamin 
im Boden im wesentlichen nur mikrobieller Genese sein kann, ist fiir ihre 
Entwicklung das Vorkommen von B,.-Produzenten Voraussetzung. Der 
vom Regenwurm gefressene Boden schafft deshalb durch seinen Reich- 
tum an Actinomyceten und die nachgewiesene Anreicherung mit 
B,,-Wirkstoffen den B,.-bedtirftigen besonders giinstige Entwicklungs- 
bedingungen. 

Der Regenwurm wirkt auch dadurch auf einzelne Arten unterschied- 
lich ein, daB das organische Material, welches er dem Boden zufiigt bzw. 
welches er mikrobenverwertbar macht, spezielle Formen besonders 
begiinstigt. So war z.B. das Vorkommen von Actinomyceten und von 
oxalatpositiven Mikroorganismen stark von der Art des gefressenen 
Materials abhangig. Enthielt dieses Oxalate, dann war die Zahl der 
oxalatpositiven entsprechend gro. Bestimmte Pflanzengemische (A) be- 
wirkten groBe Actinomycetenzahlen, wahrend beispielsweise der Zusatz 
von Glucose keine Veranderung der betreffenden Art bewirkte. Daraus 
geht hervor, daB, wie RuscHMANN annimmt, der Regenwurmdarm eine 
Brutstatte fiir Actinomyceten sein kann, daB dies aber nur dann der Fall 
ist, wenn die entsprechenden Nahrstoffe zur Verfiigung stehen. 

Der Regenwurm erhoht also im allgemeinen durch das Fressen des 
Bodens dessen Keimgehalt. Insbesondere trifft dies fiir die autochthone 
Mikroflora zu. Ein keimreicher Boden schafft aber eine stabile Kriimel- 
struktur (Lebendverdauung) und damit auch fiir die Pflanzenentwicklung 
ginstige Bedingungen. 

Die besonderen Eigenschaften des Kriimels bleiben nun fiir langere 
Zeit erhalten. Dies mag vor allem darauf beruhen, daB der gefressene 
Boden sich gegeniiber dem ungefressenen durch eine sehr hohe Krimel- 
stabilitat auszeichnet (Frnck 1952). Die hohe Keimzahl solch stabiler 
Kriimel bleibt nun nicht nur fiir einige Zeit bestehen, sondern nimmt, wie 
dies StécK1t (1928) an frisch eingesammelten Kriimeln beobachten konnte, 
im Verlaufe mehrerer Tage noch weiter zu. Die hier ermittelten Keim- 
zahlen beziehen sich, um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, stets auf 
frische, innerhalb von 24 Std abgelegte Kriimel. Es ist daher zu erwarten, 
daB auch der hohe Keimgehalt von gefressenen Pflanzenmaterial-Boden- 
gemischen tiber lingere Zeit erhalten bleibt bzw. sogar noch zunimmt. 
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In einem solchen ,,regenwurmgefressenen“ Boden verlaufen die mikro- 
biellen Umsetzungen entsprechend intensiver. Hierdurch werden evtl. 
in den Boden gelangende phytotoxische Stoffe schneller abgebaut, wie es 
Bonner (1946) fiir die Trans-Zimtsiure und ScHénBECK (1956) sowie 
Winter u. ScHdnpeck (1957) fiir Hemmstoffe aus Getreidestroh und 
-stoppeln zeigen konnten. 

Entsprechend beschleunigte die Darmpassage infolge Vermehrung der 
asculinpositiven Mikroorganismen die Spaltung der glykosidischen Bin- 
dung im Asculin, dann auch die Inaktivierung des hochtoxischen 
Asculetins. Gleiches gilt fiir den Abbau anderer phytotoxischer Stoffe, 
wie 2,4-D und Hemmstoffe aus Stroh. 

Der Regenwurm ist also einer der Faktoren, die die Ausbildung und 
die Entwicklung der Mikroflora des Bodens, soweit dieser gefressen wird, 
prigen. Da nun mit der Zeit aller Boden den Darm passiert, vermag er 
im kleinen weithin den Boden zu integrieren. Er belebt den Stoffumsatz 
und ist damit ein wichtiger Bestandteil der Biocénose. 


Zusammenfassung 

1. In verschiedenen Modellbéden wurde der Einflu8 der Regenwiirmer 
(Eisenia foetida) auf den Keimgehalt des ihren Verdauungstrakt passieren- 
den Bodens untersucht. Dazu wurden 24 Std alte Regenwurmkriimel 
mit entsprechenden ungefressenen Béden verglichen. 

2. Der Einflu8 auf die Keimzahl war von der Art des beigemengten 
Futters abhangig: Im Boden mit leichtverwertbarem Material (Glucose) 
war der Keimgehalt nach der Passage geringer als vorher, umgekehrt 
hatte in den Kriimeln aus Boden, die schwerer aufschlieBbares Pflanzen- 
material enthielten, die Keimzahl zugenommen. 

3. Selektiv erfaBte Mikroorganismen wurden teilweise gegenlaufig be- 
einfluBt. In die Boden eingeimpfte H. coli wurden stark zuriickgedrangt, 
wahrend andere, vor allem autochthone Gruppen, abhangig von den 
vorhandenen Nahrstoffen, mehr oder weniger stark vermehrt wurden. 

4. Die Stimulierung der Mikroflora beruht vor allem auf der Bereit- 
stellung von Mikrobennahrung durch die von den Regenwiirmern 
bewirkte Beimischung bzw. AufschlieBung organischen Materials. Ferner 
ermoglichtdie ,, regenwurmbedingte*‘‘Begiinstigung der B,.-synthetisieren- 
den Mikroorganismen ihrerseits eine Stimulierung B,.-heterotropher 
Formen. 

5. Vom Regenwurm gefressene Boden wiesen einen héheren Gehalt an 
Vitamin B,, bzw. an B,.-wirksamen Stoffen auf als regenwurmfreie. Die 
Zunahme war mikrobiell bedingt. 

6. Die Stimulierung der mikrobiellen Tatigkeit durch die Regenwiirmer 
bewirkte, da8 phytotoxische Stoffe (Asculin, Asculetin, 2,4-D, Hemm- 
stoffe aus Stroh) im Boden schneller inaktiviert wurden. 


Untersuchungen von Mikroorganismen im Boden 81 


fs Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. A. G. WintTER, bin ich fiir die 
Uberlassung des Themas, die stete AnteilInahme an der Arbeit und fiir ihre Férderung 
zu groBem Dank verpflichtet. 

Die Untersuchungen wurden von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und 
dem Ministerium fiir Ernahrung, Landwirtschaft und Forsten des Landes Nordrhein- 
Westfalen unterstiitzt. 
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Aus den Botanischen Anstalten der Martin-Luther-Universitaét Halle- Wittenberg 


Zur Kenntnis der Lichtwirkung auf die Entwicklung 
der Sporangientrager der Sammelart Pilobolus kleinii 
van Tieghem 


Von 
FRIEDRICH JACOB 


Mit 1 Textabbildung 
(Dingegangen am 5. Februar 1959) 


Schon BREFELD (1881) hatte an der Art Pilobolus crystallinus Tode 
folgendes beobachtet: BelaBt man eine Kultur in Dunkelheit, so bilden 
sich am Mycel die von Carotin gelbrot gefairbten ,,Stielblasen“ oder 
Trophocysten, wie man sie heute nennt, aus denen die Sporangientrager 
herauswachsen. Die Bildung der Sporangien selbst unterbleibt aber. Sie 
kann erst durch eine Lichtgabe von gentigender Dauer und Starke 
induziert werden. Dieses Verhalten, das sich fiir die Art erystallinus leicht 
bestatigen lieB (GRANTz 1898), wurde aber in der Folge meist unbesehen 
fiir die ganze Gattung Pilobolus als giiltig angenommen. Erst SCHNEIDER 
(1943) machte darauf aufmerksam, daB sich P. kleinit anders verhalt 
als crystallinus, und durch die im Hallischen Institut ausgefiihrten 
Untersuchungen von ANGERSTEIN (1951) und von Jacosp (1954) wurde 
festgestellt, da sich die Pilobolus-Arten in ihrem zur Fruktifikation 
notwendigen Lichtbedarf durchaus verschieden verhalten. Es lassen sich 
bisher drei Haupttypen deutlich unterscheiden: Typus I wird reprasen- 
tiert durch Pilobolus crystallinus Tode und wmbonatus Buller, die zu der 
von Paria (1900) aufgestellten Gruppe der Leucospori mit fast farb- 
losen Sporen gehéren. P. wmbonatus ist durch das deutlich genabelte 
Sporangium ausgezeichnet. 

Beide Arten bilden — wie BREFELD es von crystallinus bereits be- 
schrieb — auch in Dunkelkultur sterile Sporangientrager aus, es kommt 
aber bei beiden nicht zur Bildung des Sporangiums und der subspor- 
angialen Blase. Erst nach Beginn des Tragerwachstums kann die Bildung 
dieser Organe durch eine Lichtgabe induziert werden. Der Induktions- 
ort ist die Spitzenregion der jungen Trager. Die Belichtung von be- 
stimmter Dauer und Starke wird bei diesem Typus also nur fiir das letzte 
Stadium, die Anlage der Sporangien, benétigt. Nach Untersuchungen 
von McVicKaR (1942) an einer dritten leucosporen Art, P. roridus 
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Bolton, fiihrt Dunkelkultur hier ebenfalls zur Anhaufung steril bleiben- 
der Sporangientrager!. Da mir diese Art bisher nicht zugangig war, 
konnte ich sie noch nicht naher untersuchen. Jedenfalls scheint sie sich 
in den fraglichen Eigenschaften sehr ahnlich zu verhalten wie P. crystal- 
linus und wmbonatus. 

Als Typus II soll ein lichtphysiologisches Verhalten gekennzeichnet 
werden, wie es bei dem haufig auftretenden Pilobolus kleinit van Tieghem 
von ANGERSTEIN gefunden wurde. Diese Art wurde schon von PALLa 
als eine Sammelart erkannt, in der eine Anzahl von Kleinarten ver- 
einigt sind, die sich morphologisch in der GréBe und Gestalt der Spor- 
angientrager, der Columella oder der Sporen unterscheiden. Gemeinsam 
sind ihnen die gegentiber den Leukosporen wesentlich gréSeren und 
durch Carotin gelbgefirbten, ellipsoidischen Sporen, weiterhin die sich 
in die Trager hinein verjiingenden subsporangialen Blasen, die kegelige 
Form der Columella und die meist terminale Anlage der Trophocysten. 
Die einzelnen Kleinarten sind bisher aber taxonomisch noch nicht naher 
charakterisiert und benannt worden. Sie weichen auch in ihren physio- 
logischen Higenschaften voneinander ab. 

Das Licht ist bei Pilobolus kleinii bereits zur Anlegung der Tropho- 
cysten notwendig. Eine einmalige ausreichende Belichtung des Mycels 
bewirkt aber nicht nur die Bildung der Trophocysten, sondern auch ihr 
Auswachsen zu Tragern und die Entwicklung der Sporangien bis zur 
Reife und zum Abschu8. Ist die einmalige Lichtgabe zu gering, so ent- 
stehen in der Folge zwar Trophocysten und — bisweilen verspatet — 
sterile Trager, aber nicht Sporangien. Zu deren Bildung kann dann erst 
eine erneute Belichtung fiihren. Diese Angaben gelten fiir alle von mir 
bisher untersuchten Stémme der Sammelart. In gleicher Weise verhalt 
sich die von Lyr beschriebene Art Pilobolus gracilis (LyR 1954), die dem 
Pilobolus kleinii sehr nahe steht. 

Typus III findet sich bei Pilobolus sphaerosporus Palla und Pilobolus 
longipes van Tieghem. Pilobolus sphaerosporus — seine ‘Trager werden 
nur 2—3 mm hoch — ist die haufigste der kleineren Pilobolws-Arten. 
Er kann seine ganze Entwicklung von der Anlage der Trophocysten 
an bis zum Abschu8 der reifen Sporangien in vélliger Dunkelheit durch- 
laufen, doch wird sie durch den normalen Tageslichtwechsel beschleunigt. 
Kine wesentliche Vermehrung der Sporangienzahl von Dunkelkulturen 
durch Lichtperioden konnte ich an dem von mir untersuchten Stamm 
nicht feststellen. So hatten drei Kulturen nach 8tagiger Kultur im 
12stiindigen Licht-Dunkelwechsel (80 Lux) durchschnittlich 67,5 Spor- 
angien je Quadratzentimeter abgeschossen, waihrend es bei den in Dunkel- 
heit angezogenen Kulturen 56,3 Sporangien je Quadratzentimeter waren. 


‘Der Anteil der Trager mit reifem Sporangium betrug am 3. und 4. Tag Dunkel- 
kultur etwa 2—3°/). 
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Auf diesen befanden sich aber — im Gegensatz zu den Kulturen im 
Licht-Dunkelwechsel — eine Reihe noch ungekeimter Trophocysten. 
Pilobolus longipes, die stattlichste Pilobolus-Art, zeichnet sich unter 
anderem durch die langgestreckte Trophocyste aus, auf die sich der 
Artname bezieht. Auch diese Art kann, wie Scumipt (1943) feststellte, 
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ahnlich wie sphaerosporus, ihren ganzen Entwicklungsgang bis zum Ab- 
schuB der Sporangien ohne jede Lichtzufuhr durchfiihren. Doch wird 
hier durch Tageslichtwechsel die Entwicklung erheblich gefordert. 
Eine Bestatigung der vorstehenden Ergebnisse iiber die drei unter- 
schiedenen Typen erbrachten inzwischen einige Arbeiten, in denen im 
Zusammenhang mit Fragen der Tagesrhythmik tiber Belichtungsversuche 
an Pilobolus-Arten berichtet wird. Sie sind in Tab. 1 zusammengestellt. 
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Damit kann fiir 6 von den bisher ausreichend beschriebenen 10 Pilobolus- 
Arten (Abb.1) die Zugehérigkeit zu einem der drei unterschiedenen 
Typen als gesichert gelten und fiir eine 7. — P. roridus — aus Versuchen 
von MoVickar auf ein dem TypusI entsprechendes Verhalten ge- 
schlossen werden. Noch unbekannt ist der Lichteinflu8 auf die Ent- 
wicklung bei folgenden drei Arten: P. nanus van Tieghem, von dem 
seit seiner Beschreibung im Jahre 1876 kein Neufund bekannt wurde, 
P. heterosporus Palla und P. oedipus Montagne, die mir bisher noch 
nicht zugadnglich waren. 


Tabelle 1. T'ypen der Lichtabhdngigkeit bei der Entwicklung von Pilobolus 


Typus I Licht wird nur zur Bildung der Sporangien bendotigt. 
P. crystallinus Tode — Bot. Inst. Hallet: 13 Stamme; BREFELD 
(1881), GRANTz (1898), SCHNEIDER (1943) 
P. umbonatus Buller Bot. Inst. Halle: 3 Stamme 
P. roridus Bolton McVioxar (1942, P. microsporus Klein 
genannt?) 
Typus IT Licht wird bereits zur Bildung der Trophocysten, aber auch der 


Sporangientrager und Sporangien bendtizt. 

P. kleinit van Tieghem | Bot. Inst. Halle: 34 Stamme; Pacn 
(1952, 1956); UnBELMEssER (1954, 
P. crystallinus Klein genannt?) 

P. gracilis Lyr Bot. Inst. Halle: 2 Stémme 

Typus IIT Die Fruktifikation erfolgt auch in vélliger Dunkelheit, wird aber 
durch Licht-beschleunigt oder wesentlich geférdert. 

P. sphaerosporus Palla | Bot. Inst. Halle: 10 Stamme; ScummpLE 
| (1951), UnBELMEssER (1954) 


P.longipesvanTieghem | Bot. Inst. Halle: 8 Stamme 


' Unter dieser Bezeichnung sind die von ANGERSTEIN (1951), ScumipT (1953) 
und dem Verfasser gepriiften Stamme zusammengefaBt. 

* Diese Benennung diirfte auf Grund der taxonomischen Bearbeitungen der 
Gattung durch Patna (1900) und Grove (1934) wohl als iiberholt gelten miissen. 


Unter allen bisher untersuchten Arten zeichnet sich Pilobolus kleinii 
durch eine besonders weitgehende Abhaingigkeit vom Licht im Ent- 
wicklungsgang seiner Sporangientrager aus. Wenn auch die obigen An- 
gaben fiir alle bisher von mir untersuchten Staimme der Sammelart 
zutreffen, so bestehen doch daneben noch besondere lichtphysiologische 
Higenheiten und Unterschiede zwischen einzelnen Staémmen. Dazu 
kommt, daB fiir gewisse Entwicklungsstadien nicht nur fordernde, 
sondern auch hemmende HEinfliisse durch das Licht zu konstatieren 
sind. Ks erschien mir daher fiir diese Sammelart eine eingehende Priifung 
bestimmter Fragen geboten, tiber deren Ergebnisse im folgenden berichtet 
werden soll. 
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Versuchstechnik 


Fiir die Untersuchungen standen 12 Stamme des Pilobolus kleinii zur Verfiigung. 
Die meisten von ihnen wurden schon mehrere Jahre in Kultur gehalten und ent- 
stammen der Umgebung von Halle, der Stamm 4 wurde von Pferdemist aus China 
(Hung-ha-érl-tschie, innere Mongolei) isoliert. Zu den Versuchskulturen diente als 
Nahrboden in den meisten Fallen ein MistpreBsaft-Agar (MP-Agar), wie er schon 
von Paut (1950), Lyr (1953) und Jacos (1954, 1958) verwendet wurde. Zu seiner 
Bereitung wurde Pferde- oder Eselmist zerkleinert und — mit wenig Heudekokt 
versetzt — mittels einer Spindelpresse ausgepreBt. Der MistpreBsaft besitzt einen 
pu-Wert von etwa 7. Nach Zugabe von 2°/, Agar wurde er wahrend 15 min bei 
1!/, Atm. autoklaviert. Je 8 g dieses Nahrbodens wurden sodann in Petrischalen 
von 5 cm Innendurchmesser gegossen. 

Ein Vergleich der hierauf gezogenen Kulturen mit solchen, die in synthetischen 
Nahrlésungen nach HEssELrine et al. (1953) und Pacs (1952, 1956) gewachsen 
waren, hatte ergeben, daB diese dem MP-Agar zwar beziiglich der Mycelbildung, 
nicht aber in der Starke und RegelmaBigkeit der Fruktifikation gleichwertig waren. 
Bei Zugabe von 2°/, Agar zu den Nahrlésungen war das Ergebnis noch schlechter. 
Da jedoch ein durchsichtiger Nahrboden nicht erforderlich war, wurde nur zu 
einigen Kontrollversuchen die synthetische Nahrlésung nach Page (1956) ver- 
wendet, die als Wirkstoff fiir das Pilobolus-Wachstum 1,0 y/ml Hamin enthielt, 
oder die vereinfachte Nahrlésung nach HessELrine (1953) mit 0,1 y/ml Coprogen* 
als Wirkstoff. 

Nach der Beimpfung mit Mycelabstichen standen die Kulturen in der Versuchs- 
dunkelkammer bei einer Temperatur von 22° C (+ 1°C). Im 12stiindigen Licht- 
Dunkelwechsel entstanden meist am 5. Tag die ersten Trophocysten, und am 
darauffolgenden Tag kam es zur Bildung von Sporangientragern. Die ersten reifen 
Sporangien wurden dann am Vormittag des 7. Tages abgeschossen. 

Die Auswertung erfolgte bei den Versuchen mit weiBem Licht durch Auszihlen 
der Sporangien, die auf die Deckelunterseite der Petrischalen abgeschossen worden 
waren. Dazu wurden die Deckelflachen mit Hilfe einer Vergré8erungs-Optik auf 
eine liniierte Unterlage projiziert. Die als schwarze Punkte sichtbaren Sporangien 
lieBen sich mit einem vom Institutsmechaniker angefertigten Druckkontakt-Stift 
reihenweise bequem auszihlen, indem die elastisch federnde Spitze des Stiftes 
bereits bei einer geringen Beriihrung mit der Unterlage die Unterbrechung eines 
Schwachstromkreises bewirkte und ein angeschlossenes elektromagnetisches Zahl- 
werk die Anzahl der Unterbrechungen anzeigte. 

Als Lichtquellen dienten in den Versuchen mit weigem Licht Gliihlampen von 
40 W und 200 W, die am Versuchsort eine Beleuchtungsstarke von rund 20 Lux 
bzw. 350 Lux erzeugten. Die Farblichtversuche wurden mit Hilfe von Metall- 
interferenzfiltern durchgefiihrt. Hierbei fand als Lichtquelle eine 500 W-Metall- 
fadenlampe mit Reflektor Verwendung. Kine eingehendere Beschreibung der bei 
den Farblichtversuchen angewandten Methodik soll bei der Besprechung der 
Ergebnisse erfolgen. Die Kulturschalen wurden — aufer bei den Induktions- 
versuchen mit Farblicht — immer senkrecht von oben belichtet. 


Versuche mit weiBem Licht 


Als Ausgangspunkt der Untersuchungen wurde das Verhalten der 
12 kleinii-Stimme in Dauerdunkelheit und in Dauerlicht iiberpriift. 
Standen die Kulturen nach der Impfung in volliger Dunkelheit, so ergab 


1 Fir die Uberlassung von Coprogen danke ich der Forschungs-Abteilung 
der Lederle Laboratories Division, New York. 
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sich, daB nach 12 Tagen keiner der Stémme Trophocysten gebildet hatte, 
was mit dem Verhalten der von ANGERSTEIN (1951) gepriiften kleinii- 
Staémme tibereinstimmt. Nach 20 Tagen Dunkelkultur waren jedoch bei 
4 Stammen (Stamm 6, 8, 10 u. 11) vereinzelt Trophocysten zu finden. 
Indessen bedeutet dieses Verhalten bei der geringen Anzahl der Tropho- 
cysten — im Hochstfall 5 je Quadratzentimeter gegentiber 100—200 je 
Quadratzentimeter bei Licht-Dunkelwechsel wahrend dieses Zeitraumes — 
und auf Grund ihres sehr verspateten Auftretens kein wesentliches Ab- 
weichen vom Entwicklungstypus des P. kleinii!. Wenn diese 'Tropho- 
cysten gelegentlich auskeimten, so traten an den langen sterilen Tragern 
niemals Sporangien auf. 

Zu einer zeitgerechten Bildung der Trophocysten bedarf es jedoch 
stets einer vorherigen Belichtung, und ANGERSTEIN (1951) unternahm 
bereits Versuche, um bei 12 ihrer Stamme die zur Trophocystenbildung 
notwendigen Mindestlichtmengen zu ermitteln. Diese waren bei den 
einzelnen Stémmen recht verschieden. So bildete der am wenigsten 
empfindliche Stamm trotz einer Lichtgabe von 1900 Luxsekunden 
(30 sec) keine Trophocysten, wahrend bei einigen Stammen schon durch 
eine Belichtung mit nur 250 Luxsekunden (15sec) die Bildung von 
Trophocysten induziert werden konnte. Eine deutliche Beziehung 
zwischen der GrédBe der Lichtmenge und der Stirke des Induktions- 
erfolges war nicht festzustellen. So kam es auch vor, daB die Anzahl der 
entstandenen Trophocysten bei einem Stamm nach einer Belichtung 
mit 2550 Luxsekunden gréBer war, als nach einer Belichtung mit 
5300 Luxsekunden. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurde 
von einer Ermittlung der zur Trophocysteninduktion notwendigen 
Mindestlichtmenge, was nur bei sehr umfangreichen Versuchsreihen 
Erfolg verspricht, abgesehen. 

Verblieben die Kulturen der 12 kleinii-Stiémme von der Impfung an 
in Dauerlicht, so entstanden auf ihnen nach durchschnittlich 6 Tagen 
reichlich 'Trophocysten. War bis dahin das Verhalten aller 12 Stamme 
in Dauerlicht gleichartig, so zeigten sich in der Weiterentwicklung 
wesentliche Unterschiede zwischen den Staimmen 2, 3, 6,7, 8,9 u.12 
einerseits und den Stiimmen J, 4, 5, 10 u. 11 andererseits. Bei der ersten 
Gruppe von 7 Stémmen keimten die Trophocysten bald nach ihrer 
Bildung zu Tragern aus, die ihr Sporangium ausbildeten und ohne 
erkennbare Rhythmik abschossen. Es waren auf diesen Kulturschalen 
in der Folge gleichzeitig junge wachsende Trager und reife mit Spor- 
angien anzutreffen. Die von diesen Tragern erreichte Lange war von der 
Intensitaét des Dauerlichtes abhangig: bei 20 Lux waren sie linger als 


' Entsprechende Beobachtungen konnte ich auch an P. crystallinus machen, 
bei dem im Dunkeln unter vielen Hunderten von sterilen Tragern ganz vereinzelte 
es doch zur Bildung eines Sporangiums brachten. 
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bei 350 Lux. Bei der zweiten Gruppe von 5 Stammen blieben dagegen 
die Trophocysten zum allergréBten Teil ungekeimt, wie es auch PAGE 
(1952) an seinem kleinii-Stamm beobachten konnte?. DaB es wirklich 
das Licht ist, das die Ausbildung der Sporangientrager verhindert, lieB 
sich leicht zeigen, da eine einmalige Dunkelperiode von gentigender 
Dauer zum vollstaéndigen Auskeimen der Trophocysten fiihrte. In Tab.2 
ist das Ergebnis eines entsprechenden Versuches aufgezeichnet, bei dem 
die Beleuchtungsstairke 350 Lux betrug. 

Die Staémme sind nach der steigenden Anzahl der im Dauerlicht ab- 
geschossenen Sporangien angeordnet. Zwischen den Staémmen mit stark 
gehemmter Trophocystenkeimung und solchen, die auch in Dauerlicht 
ungehindert fruktifizieren, treten Ubergangsformen auf, bei denen nur 
ein Teil der Trophocysten gehemmt wurde. Unverkennbar ist aber ein 
Einschnitt in dieser Reihe zwischen den ersten 5 Stammen und den 
folgenden 7 Stammen, entsprechend der oben angegebenen Gruppierung. 
Vergleicht man in Tab.2 die SporangienabschuBzahlen unter b und c 
miteinander, so lassen sich bei vielen Stémmen nur geringe Unter- 
schiede feststellen. Damit erweist sich, daB die Zahl der in Dauerlicht 
gebildeten Trophocysten der Kulturen unter b etwa die gleiche sein muB 
wie im Licht-Dunkelwechsel unter c. Das Dauerlicht hat die Trophocysten- 
bildung folglich nicht gehemmt. 

Im Zusammenhang mit dem in Tab.2 dargestellten Resultat soll aber 
auch auf die verhaltnismaBig groBen Unterschiede zwischen den Er- 
gebnissen gleichartiger, aber zu verschiedenen Zeitpunkten durch- 
gefiihrter Versuche hingewiesen werden, was auBer in der natiirlichen 


Tabelle 2. Der EinfluB von Dauerbelichtung (350 Lux) 
auf die Sporangienbildung von 12 Stimmen von P. kleinit 


Sporangien/cm* Sporangien/em* 
Sron bis 12. Tag Sfarnin bis 12. Tag 

a b c a db | G 

4 0 .|- 82, 4.84 Crete ie slegt ] alr. 60 

it (O)8t kay toosyth 119 2 qi 61 63 

5 0;3) 89 69 7 79 87 70 
11 4 81 101 3 83 138 2 
10 8 115 106 8 116 112 128 
12 36 43 | 30 9 118 143 146 


a Kulturen in Dauerlicht; b wie a, aber am 9. Tag 12stiindige Dunkelperiode; 
e Kulturen in Licht-Dunkelwechsel 12:12. 


Variabilitat des Pilzes besonders in der unterschiedlichen Kignung des 
verwendeten Mistes zur Pilobolus-Kultur begriindet liegt. Hinzu kommt, 
daB P. kleinii als eine besonders anspruchsvolle Art bekannt ist, deren 


1 URBELMESSER (1954) stellte bei Versuchen mit der Art P. sphaerosporus in 
Dauerlicht ebenfalls eine teilweise Hemmung der Trophocystenkeimung fest. 
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Kultur schon mehreren Untersuchern Schwierigkeiten bereitete (BERSA 
1930, AncErsTEIN 1951). So war zwar der weitaus groBte Teil der 
Trophocysten bei den ersten 5 Stammen der Tab. 2 bei allen Versuchen 
durch Licht ungekeimt geblieben, die Anzahl der dennoch gekeimten 
Trophocysten war aber bei den einzelnen Versuchsserien verschieden. 
Die Reihenfolge der Gruppe von 5 Stimmen kénnte daher bei Ver- 
wendung des gleichen Substrates nur durch eine sehr groBe Zahl von 
Parallelkulturen statistisch gesichert werden, bei Verwendung eines 
anderen Mistes zum MP-Agar konnte die Ordnung aber vielleicht 
ganz anders sein. 


Tabelle 3. Mittlere Sporangien-AbschuBzahlen der kleinii-Stéimme 1, 5 u. 10 
in Dauerlicht bei verschiedenen Versuchen 


Versuch Stamm Beleucht.- | Vers.-Dauer| Anzahl Mittl. Anzahl Mittl.t 
Nr. Nr. Stirke (Lux) (Tage) d. Kult. Sporang./em? Abweichung s 
ee eee ee eee 
iL 1 20 10 11 4,38 6,37 
2. 1 40 | 10 16 0,46 1,67 
Be I 40 | 10 16 0,54 2,06 
4, 1 40 | 10 | 16 0,54 1,55 
a a) 20 9 11 13,45 4,25 
6. a) 20 10 11 2,92 6,76 
He 5 350 10 | 23 1,41 4,87 
8. 5) SHOL ssl 10 15 | 2,15 4,86 
9. 10 20 10 11 4,50 7,51 
10. 10 40 gain gona 0,0 0,0 
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Zur Verdeutlichung der im wesentlichen substratbedingten Unter- 
schiede sind in Tab.3 die Ergebnisse einiger Versuchsserien in Dauer- 
licht zusammengestellt, die mit Ausnahme der Versuche 2, 3 u. 4, welche 
Parallelversuche auf dem gleichen MP-Agar sind, jedesmal auf einem 
anderen MP-Agar kultiviert wurden. Die drei genannten Versuche zeigen 
eine groBe Einheitlichkeit in der durchschnittlichen Anzahl der ab- 
geschossenen Sporangien wie auch in den Werten der mittleren Ab- 
weichung. Diese Hinheitlichkeit wird gelegentlich auch auf verschiedenen 
Nahrbéden erreicht wie in Versuch 7 u. 8. Die tibrigen Ergebnisse unter- 
scheiden sich zum Teil recht betrachtlich und lassen es geraten erscheinen, 
einen Vergleich der SporangienabschufBzahlen nur innerhalb einer auf 
gleichem Substrat angezogenen Versuchsreihe vorzunehmen. Die Unter- 
schiede wiirden jedoch zweifellos geringer sein, wenn bei der Auswertung 
nicht nur die Anzahl der abgeschossenen Sporangien, sondern auch 
deren GroBe Beriicksichtigung fande, da bei dem Auftreten sehr vieler 
Sporangien diese stets kleiner sind. Aus Tab.3 geht weiterhin hervor, 
daB die Intensitét des Dauerlichtes keinen entscheidenden Einflu8 auf 


Se 


Lichtwirkung auf die Entwicklung der Sporangientrager 91 


das Ergebnis hat, da sich die mittleren Sporangienabschufzahlen der 
Kulturen unter 20, 40 u. 350 Lux nicht grundsatzlich unterscheiden. 

Wenn es auch bei den lichtgehemmten Stammen J, 4, 5, 10 u.11 in 
Dauerlicht gelegentlich zur Bildung einer vermehrten Anzahl reifer 
Sporangien kam, so geschah das stets infolge der Verwendung eines zur 
Pilobolus-Kultur ungeeigneten Mistes. Das zeigte sich auch daran, dal 
die Sporangienmembran in diesen Fallen keine schwarze Pigmentierung 
erhielt und die Sporangien infolgedessen gelb blieben. Auf jedem neuen 
Nahrboden wurde deshalb zunichst die Entwicklung von Probekulturen 
abgewartet, ehe er fiir die Versuche Verwendung fand. 

Um zu priifen, ob das die Gelbfairbung des Mycels und der Tropho- 
eysten verursachende Carotin einen Einflu8 auf die Hemmungsreaktion 
ausiibt, erhielt der MP-Agar in einer Versuchsserie einen Zusatz von 
100 y/ml Diphenylamin, eine Konzentration, die nach dem Ergebnis 
von Vorversuchen von dem Pilz gerade noch gut vertragen wird. In dem 
Mycel, das auf diesem Substrat entstand, wie auch in den Trophocysten 
und Sporangientragern, ist durch diesen Carotin-Antimetaboliten auch 
bei mikroskopischer Kontrolle keine Gelbfairbung des Protoplasmas 
durch Carotin mehr festzustellen. Auch auf diesem Nahrboden blieben 
die Trophocysten der erwahnten 5 Stiimme in Dauerlicht ungekeimt, 
wahrend die anderen Stamme vollstandig fruktifizierten. Das gleiche 
Ergebnis wurde auch an Kulturen erzielt, die in den synthetischen 
Nahrlésungen nach Pace (1956) mit Hamin oder nach HmssELTINE 
(1953) mit Coprogen als Wirkstoff wuchsen, wenn es bei Verwendung 
dieser Substrate auch haufig zu einer Verzégerung der Fruktifikation 
bei allen gepriiften Staémmen kam. 

Das Licht, das bei P. kleinii zur Induktion der Trophocystenbildung, 
des Tragerwachstums und der Sporangienbildung nétig ist, hemmt also 
bei Dauereinwirkung bei einem Teil der Stiimme die weitere Knt- 
wicklung. BelaBt man Kulturen derart gehemmter Staémme eine Woche 
oder linger im Dauerlicht, so kann man haufig nach dieser Zeit an den 
Trophocysten auskeimende Trager von etwa 1/,mm Linge feststellen, 
die nur AuBerst langsam wachsen und auch, wenn sie nach mehreren 
Tagen eine Linge von 1'/,mm erreichen, niemals ein Sporangium 
bilden. Es ist demnach nicht die Keimung der Trophocysten, die in 
erster Linie gehemmt wird, sondern das Wachstum der jungen Spor- 
angientrager. Die Anlage weiterer Trophocysten wird durch Licht nicht 
gehemmt, so da es zu deren Anhiufung kommt. 

Es wurde nun gepriift, durch welche Dauer einer einmaligen Ver- 
dunklung ein optimaler Enthemmungseffekt erzielt werden kann. Dazu 
wurden Kulturen der Stamme 1, 5 u.10, die im Dauerlicht reichlich 
Trophocysten gebildet hatten, einer Dunkelperiode von 2, 4, 6, 8 usw. 
bis 20 Std ausgesetzt. Die Grofe des Enthemmungseffektes wurde durch 
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Auszihlen der in der Folge abgeschossenen Sporangien ermittelt. Die 
Ergebnisse sind in Tab.4 zusammengestellt. Ihr ist zu entnehmen, da 
Verdunklungszeiten iiber 12 Std Dauer keine Erhéhung der Sporangien- 
abschuBzahlen zur Folge haben. Ob das Absinken der Werte nach Ver- 
dunklungszeiten iiber 12 Std gesetzmaBig erfolgt und sich damit ge- 
gebenenfalls eine der skotophilen Phase héherer Pflanzen verwandte 
Erscheinung andeutet, bleibt noch zu untersuchen. 


Tabelle 4. Aufhebung der lichtbedingten Entwicklungshemmung durch Dunkelperioden 
verschiedener Dauer bet P.kleiniit Stamm 1, 5 u. 10 
Anzucht der Kulturen in Dauerlicht von 20 Lux. Am 10. Tag Dunkelperioden von 
0—20 Std Dauer. Auswertung am 13. Tag auf Grund der abgeschossenen Sporangien 
je Quadratzentimeter 


mantels Stamm J Stamm 4 Stamm 10 
periode Spg/cm? Spg/cm? Spg/em?* Spg/em? Spg/cem? Spg/em? 
in Stunden | pis 10. Tag |10.—13.Tag | bis 10. Tag |10.—13.Tag | bis 10. Tag |10.—13. Tag 
1 0 4,5 0,1 ihe Oo 2,6 3,7 2,7 
2: 2 2,9 8,0 i eat 6,8 2,4 | te 
3. 4 3,0 17,3 33D 23,8 1,6 . 14,4 
4. 6 8,1 89,1 Teas haem FRC 2s ee 
5. 8 5,2 111,6 2,0 | 106,5 4,1 63,2 
6. 10 330 150,4 2,7 | 103,4 9,0 95,0 
le 12 1,8 155,1 bez 145,6 3,4 | 166,2 
8. 14 6,6 11123, 1,4 139,4 tei | | 123,4 
9. 16 2,7 121,1 1,2 140,1 6,6 il bres} 
10. 18 3,4 117,5 2,1 143,6 7,0 125,0 
hile 20 6,7 100,6 1,8 117,0 3,8 115,3 


Auch durch einen Wechsel von Dauerlicht in Dauerdunkelheit kann 
jedoch die Entwicklung des gréBten Teiles der gehemmten Trophocysten 
ausgelost werden. In Tab.5 ist das Ergebnis eines solchen Versuches 
mit dem Stamm 45 dargestellt. Die in Dunkelheit verbleibenden Kulturen 
schieBen ihre Sporangien gegentiber den nur wahrend 12 Std ver- 
dunkelten etwas spater ab, worin sich ein bereits von fritheren Autoren 
festgestellter fordernder, aber nicht notwendiger EinfluB8 des Lichtes 
auf das AbschieBen offenbart. Die Anzahl der Sporangien, die auf den 
in Dunkelheit verbleibenden Kulturen abgeschossen werden, ist von 
der Intensitat und Dauer der Vorbelichtung abhangig. Bei ungeniigender 
Vorbelichtung treten neben wenigen Sporangien viele sterile Trager auf, 
die natiirlich durch eine erneute Belichtung zur Bildung von Sporangien 
veranlaBt werden kénnen. 

Pace (1956) kommt auf Grund seiner Untersuchungen zu dem SchluB, 
daB die Induktion der Sporangientrager bei P. kleinii nur durch zwei 
Lichtperioden erfolgen kann, die durch eine Dunkelperiode voneinander 
getrennt sind. Er setzte seine in Dunkelheit herangezogenen Versuchs- 
kulturen eines kleinii-Stammes, der durch Dauerlicht ebenfalls in der 
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Trophocystenkeimung gehemmt wurde, einer zweimaligen Belichtung 
aus. Bei einem ersten Versuch waren diese Lichtgaben durch eine 
Dunkelperiode von 19 Std Dauer getrennt. Da die erste Belichtung von 
2 min Dauer nach eigenen Erfahrungen viel zu kurz ist, um auBer der 
Bildung von Trophocysten auch deren weitere Entwicklung bis zum 
reifen Sporangium zu induzieren, war die Anzahl der schlieBlich ge- 
bildeten Sporangien von der Dauer der zweiten Belichtung abhangig. 


Tabelle 5. Aufhebung der lichtbedingten Entwicklungshemmung durch Dauerdunkelheit 
bet P.kleiniit Stamm 5 

Anzucht der Kulturen in Dauerlicht von 20 Lux. Am 9. Tag Kulturen unter A 

in Dauerdunkelheit, unter B 12 Stdin Dunkelheit, Kulturen unter Cbliebenin Dauer- 

licht. Auswertung auf Grund der abgeschossenen Sporangien je Quadratzentimeter 


10. Tag 11. Tag 12. Tag 13. Tag Durch- 
bis 9. Tag Summe aennice 
20 Uhr | 8 Uhr | 20 Uhr] 8 Uhr | 20 Uhr} 8 Uhr | 20 Uhr 
ee (EO SI eS I ( e LEEEEEEEEEEEEEEEE 

A 8 3 -- 4 63 _ - 0 79 
17 2 + 8 60 | + a 0 89 
12 5 GAPE ey 8 Ce ey eon 149 Bete 
15 3 0) 8 54 1 + + 82 
B ibe 5 ~ 104 1 = 0 0 128 
20 1 0 80 + | 0 + 0 102 112 
10 4 + 118 ape mtionS xty o 0 134 a 
16 3 Sian > Se + 0 86 
eae 4] 
ok hake ag 2 eth OS 1 + + 1 12 
15 + 2 | + 2 1 2 3 26 19 
| 12 2 1 F be ate Be 1 18 


+ = weniger als 1 Sporangium. 


In einem anderen Versuch betrug auch die zweite Lichtgabe nur 2 min, 
die Dunkelperioden variierten aber von 2—18 Std Dauer. In diesem 
Fall erfolgte die Bildung einzelner Sporangien nur nach Einschaltung 
der langsten, d. h. einer 16- oder 18stiindigen Dunkelperiode. Offenbar 
vermag der geringe zweite Lichtreiz nur dann die weitere Entwicklung 
zu induzieren, wenn er auf vollig reife Trophocysten trifft oder auch den 
Pilz in einer fiir Licht besonders empfindlichen Phase erreicht (vgl. 
Binnie 1958, 8.78). Der Autor schliebt daraus, da die nach der 
ersten Belichtung gebildeten Trophocysten erst einer 16- bis 18 stiindigen 
Dunkelpause bediirfen, ehe sie durch eine erneute Lichtgabe zur Trager- 
und Sporangienbildung angeregt werden kénnen. Es ist-aber anzunehmen, 
daB auch dieser Stamm, wenn er nach einer ausreichenden Belichtung 
in Dunkelheit gebracht worden ware, ebenfalls reichlich fruktifiziert 
hitte. Durch die Versuche von Pace wird jedoch bestatigt, daB die 
verschiedenen Phasen der Fruktifikation bei P. kleinit durch ent- 
sprechend kleine Lichtgaben einzeln induziert werden konnen. 
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Im Hinblick auf die anschlieBend zu besprechenden Versuche mit 
farbigem Licht war es von Interesse festzustellen, inwieweit bereits eine 
Verringerung der Beleuchtungsstiarke zu einer Enthemmung der Trager- 
bildung fiihrt. 

Die in Dauerlicht angezogenen Versuchskulturen wurden dazu wahrend 12 Std 
in einer entsprechenden Entfernung von der Lichtquelle — der auch zur Dauer- 
belichtung verwendeten 40 W-Gliihlampe — auf einer optischen Bank aufgestellt 
und anschlieBend wieder in Dauerlicht von 20 Lux zuriickgebracht. Am Ort der 
groBRten Entfernung bei 5,66 m entsprach die Beleuchtungsstarke etwa 0,6 Lux. 

Tab.6 gibt an, wie mit dem Geringerwerden der Helligkeit wahrend 
der 12stiindigen Periode die Anzahl der anschlieBend gebildeten und 
abgeschossenen Sporangien zunimmt. Jedoch fiihrt eine Verminderung 
auf 1/, oder 1/, des Ausgangswertes von 20 Lux noch nicht zu einer 
nennenswerten Enthemmung. Selbst nach 12 Std Belichtung mit einer 
auf 1/,, bis 1/5. des Ausgangswertes verringerten Beleuchtungsstarke ist 
noch nicht der gleiche Enthemmungserfolg zu verzeichnen, wie nach 
12 Std Dunkelheit. 


Tabelle 6. Aufhebung der lichtbedingten Entwicklungshemmung durch verringerte 
Beleuchtungsstirken bei P.kleinii Stamm 1, 4, 5, 10 u. 11 
Anzucht der Kulturen in Dauerlicht von 20 Lux. Am 9. Tag Verringerung der 
Beleuchtungsstirke wahrend 12 Std. Auswertung am 13. Tag auf Grund der 
abgeschossenen Sporangien je Quadratzentimeter 


Stamm Starke der 12stiindigen Belichtung Dunkel- 
ee 1 a 4 ly as ae Gee 

20 Lux 10 Lux 5 Lux 2,5 Lux 1,2 Lux 0,6 Lux 0 Lux 

I = + 7,5 7,2 25,0 83,3 154,0 

d 0 1,6 ta 2,2 7,8 44,1 85,3 

i) + te <n + + 8,5 118,3 

10 + + + + + 3,2 105,9 

Til 1,2 1,0 3,0 10,8 38,8 91,2 

+ = weniger als 1 Sporangium. 


Versuche mit farbigem Licht 
Zu einer genaueren Charakterisierung der festgestellten Hemmungs- 
reaktion erschien eine Ermittlung des dafiir verantwortlichen Spektral- 
bereiches und auch der spektralen Grenzen des fiir die Induktion der 
Trophocystenbildung wirksamen Lichtes wiinschenswert. 


Diese Untersuchungen wurden mit Hilfe von Metall-Interferenzfiltern (IF-Filter) 
der Fa. Schott-Jena durchgefiihrt, die in Tab.7 zusammengestellt sind. Ihre relative 
energetische Gesamtdurchlassigkeit wurde wie bei friiherer Gelegenheit (Jacos 
1959) mit einer Thermosiule in Verbindung mit einem Spiegelgalvanometer er- 
mittelt und in Prozenten — bezogen auf die héchste Durchlassigkeit des Filters 
IF 638 — angegeben. Als Lichtquelle diente eine Niedervoltlampe 6 V, 35 W, deren 
Strahlen eine Kollimatorlinse zu einem parallelen Biindel vereinigte, wie es bei 
der Benutzung von IF-Filtern erforderlich ist. 


ik \ ie 
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Zunachst war festzustellen, bis zu welchen Wellenlangen im lang- 
welligen Teil des Spektrums (,,Rotlichtgrenze‘‘ genannt) das Licht zur 
Induktion der Trophocystenbildung befahigt ist. Die Kulturen der 
5 gehemmten Stémme wurden im Dunkeln angezogen und am 8. Tag 
wahrend 12 Std dem jeweiligen Farblicht ausgesetzt. Diese Belichtung 


Tabelle 7. Die verwendeten Metall-Interferenzfilter 


Filter-Typ Dae Halbwert- relat.energ.| Filter-Typ Dee Halbwert- | relat. energ. 
und @ max |inProzent| Breite Gesamt- und Amax |inProzent | Breite Gesamt- 
in mu durchl. in mu durchl. 
IF 495 | . 43,7 6,5 32,0 IF 585 39,2 7,2 86,1 
SIF 501 40,3 8,9 29,8 IF 594 34,3 8,2 93,2 
IF 507 38,5 8,9 27,9 IF 605 34,1 6,3 71,4 
IF 514 41,8 7,6 33,6 IF 615 32,6 7,6 74,0 
SIF 520 30,3 ge) 22,3 IF 620 27,2 6,5 48,7 
IF 534 30,0 8,0 53,6 IF 638 33,5 8,1 100,0 
IF 551 37,0 6,7 72,5 IF 655 25,2 6,6 80,3 
IF 566 Sonu 7,6 84,5 IF 672 24,9 8,3 72,8 


Tabelle 8. Rotlichtgrenze der Trophocysteninduktion 
bei den kleinit-Stimmen 1, 4, 5, 10 u. 11 


Stato 1F-Filter 
Nr. | 514 520 | 534 | 551 566 585 | 594 | 605 | 615 | 620 | 638 
Serr een nr ne nD Ta 
iI pee eee eee tet | Hat es Ce) = = = 
f ++4+]4+4+4+/4+4+4 [+++] 444+] 4+ | — 
5 a Eis Pl | | 
10 bet] +++ | +++] +++] +++) 4 ye = 
Il a Hf os Bs 


—keine Trophocysten; (+) weniger als 1 Trophocyste je Quadratzentimeter ; 
+ 1—5 Trophocysten je Quadratzentimeter; ++ 5—15 Trophocysten je Quadrat- 
zentimeter; +++ iiber 15 Trophocysten je Quadratzentimeter. 


erfolgte in 3 Messingkastchen, in denen sich je eine Petrischale in senk- 
rechter Lage hinter einem IF'-Filter befand, das in der Vorderwand licht- 
dicht eingesetzt wurde. Wie bei dem MeBvorgang dienten Niedervolt- 
lampen von 6 V, 35 W mit Kollimatorlinsen als Lichtquellen. Die Aus- 
wertung erfolgte am 4. Tage nach der Belichtung auf Grund der Anzahl 
der entstandenen Trophocysten, bzw. der aus ihnen hervorgegangenen 
sterilen Trager. Es stellte sich heraus, daf die durch Auszahlen ge- 
wonnenen Werte sehr variierten und eine Schaitzung durchaus geniigte, 
um zu befriedigend genauen Ergebnissen zu kommen. Diese sind in 
Tab.8 mit dem Schema der Schatzung zusammengestellt. In den Grenz- 
bereichen wurden die Versuche 3—6mal wiederholt. Ergaben sich dabei 
unterschiedliche Resultate, so wurde ein Mittelwert angegeben. | 
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Die Rotlichtgrenze liegt bei den Stémmen J, 4 u. 10 einheitlich bei 
etwa 585 my. Stamm 11 vermag auch bei langeren Wellenlangen Tropho- 
cysten zu bilden, wahrend Stamm 4 schon im Spektralbereich um 534my 
nur noch wenige Trophocysten ausbildet. So erweist sich, daf der zur 
Trophocysteninduktion befahigte Teil des Spektrums in seiner Aus- 
dehnung bei den einzelnen kleinii-Stémmen durchaus verschieden sein 
kann. 

Sodann sollte der fiir die Hemmungsreaktion in Dauerlicht verant- 
wortliche Spektralbereich bei den Stémmen J, 4, 5, 10 u. 11 ermittelt 
werden. Dazu wurden Kulturen in Petrischalen bei einer Dauerbeleuch- 
tung von 20 Lux angezogen. Erst nachdem die entstandenen Tropho- 
cysten einige Tage ungekeimt geblieben waren, wurden die Kulturen 
am 9. Tage waihrend 12 Std dem Licht einzelner Spektralbereiche aus- 
gesetzt. Dazu kamen jeweils 6 Kulturschalen in einen gefacherten Kasten, 
dessen Deckel in geeigneten Fassungen 6 IF-Filter lichtdicht aufnahm. 
Dieser Kasten stand unter einer Metallfadenlampe von 500 W mit 
Reflektor. 


Die Beleuchtungsstirke des farbigen Lichtes mute mit der vorherigen Dauer- 
belichtung annahernd in Ubereinstimmung gebracht werden, um ein Auswachsen 
der Trophocysten durch das bloBe Herabsetzen der Beleuchtungsstarke, ent- 
sprechend den Ergebnissen in Tab. 6, zu vermeiden. Die Abgleichung erfolgte mit 
dem Selen-Photoelement eines Lange-Luxmeters. Der Einsatz eines solchen Photo- 
elementes war gerechtfertigt, nachdem orientierende Versuche ergeben hatten, 
da8B der Spektralbereich zwischen 500 und 650 my in Frage kam, der in dem 
Bereich der gréBten Hmpfindlichkeit der Photozelle legt. Dieses Luxmeter hat 
sogar den Vorteil, dal’ bei der Messung des weiBen Dauerlichtes der Glihlampe 
die Strahlung iiber 700 mu, welche den Hauptanteil der emittierten Energie aus- 
macht und nachweislich keinen Einflu8 auf die untersuchte Reaktion besitzt, nicht 
mitgemessen wird. 

Die Luxmeter-Werte, welche einmal in 1 m Entfernung von der Gliihlampe des 
Dauerlichtes gemessen wurden, zum anderen aber unter einem IF -Filter mit 
maximaler Durchlassigkeit bei 534 my in Kombination mit der 500 W-Lampe, 
ensprachen sich, wenn der Abstand zwischen der Versuchskultur mit dem Inter- 
ferenzfilter und der 500 W-Lampe 1,67 m betrug. Da nun gleichzeitig mehrere 
Interferenzfilter bei diesem Lampenabstand benutzt werden sollten, mufte auch 
bei diesen gewihrleistet sein, daf eine zu starke Herabsetzung der Beleuchtungs- 
stirke nicht erfolgte. Aus Tab.7 ist zu ersehen, daB das Filter IF 520 mit der 
geringsten Durchlassigkeit etwa die Halfte derjenigen Strahlungsenergie hindurch- 
1aBt, die das Filter IF 534 passiert. Kontrollversuche mit dem Luxmeter ergaben, 
daB sich dieses Verhaltnis auch bei Verwendung der 500 W-Gliihlampe als Licht- 
quelle an Stelle der Niedervoltlampe nicht wesentlich veraindert. Aus Tab.6 ging 
aber hervor, daf selbst bei 1/, der Ausgangsbeleuchtungsstirke keine nennenswerte 
Enthemmung erfolgt. Es bestand also nicht die Gefahr, allein durch zu starke 
Herabsetzung der Beleuchtungsstirke vermittels der Interferenzfilter die Trager- 
bildung bei den Trophocysten auszulésen. 

Die Oberflichen der 6 gleichzeitig verwendeten IF-Filter befanden sich unter 
der Gliihlampe in einer Ebene, wodurch ein genau senkrechter EHinfall der Licht- 
strahlen bei allen Filtern nicht gewahrleistet war. Bei schragem Lichteinfall 
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verschiebt sich aber der Durchlassigkeitsbereich der IF-Filter zu kiirzeren Wellen- 
langen. Die aus der Naherungsformel fiir die Winkelabhangigkeit der IF-Filter 
nach GEFFCKEN (1948)! zu errechnende Abweichung war bei den vorliegenden 
Versuchsbedingungen im ungiinstigsten Falle eine Verringerung von Amax um 
etwa 1,6 mu, zumeist aber wesentlich weniger. Eine Beeintrachtigung der Versuchs- 
ergebnisse war bei der Geringfiigigkeit des Fehlers nicht zu erwarten. 

Nach der 12stiindigen Farblichtperiode befanden sich die Kulturen 
wieder im Dauerlicht wie vorher. 24 Std nach Beendigung der Farblicht- 
gabe erfolgte die Auswertung. Auch hierbei lie8 sich bereits durch 
Schatzungen ein hinreichend genaues Bild der Ergebnisse gewinnen, 
deren Richtigkeit jedoch durch einzelne Auszihlungen gesichert wurde. 
Tab.9 zeigt das Ergebnis zusammen mit dem Auswertungsschema. 


Tabelle 9. Die Wirksamkeit des Lichtes verschiedener Spektralbereiche bei der Aufhebung 
der lichtbedingten Entwicklungshemmung von P. kleinii Stamm 1, 4, 5, 10 w. ipl 
Anzucht der Kulturen im Dauerlicht von 20 Lux. Am 9. Tag 12stiindige Farblicht- 
periode. Auswertung am 12.Tag auf Grund der Anzahlen noch ungekeimter 
Trophocysten (Tro) und abgeschossener Sporangien (Spo) nach folgendem Schliissel: 

— keine, + wenige, + + viele und +++ sehr viele 
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Zur Induktion der Trophocystenbildung wirksamer Spektralbereich. 


aeeee 


Die Versuche wurden mit jedem Filter mehrfach wiederholt, im 
Hemmungsbereich bis zu 8mal. Sie lassen die fiir die Hemmung der 
Trophocystenkeimung verantwortlichen Spektralbereiche deutlich er- 
kennen. Die Hemmungsbereiche stimmen bei 4 der Staémme tiberein 
und erstrecken sich von etwa 535 mu bis etwa 585 mu. Der Stamm 4 
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weicht von diesem Verhalten ab, indem bei ihm auBer in dem an- 
gegebenen Wellenlangenbereich auch bei allen gepriiften kiirzeren Wellen- 
langen bis etwa 400 mu eine Hemmung zu beobachten war. Erst im 
Bereich zwischen 585 my und 594 my tritt ein Wechsel der hemmenden 
Lichtwirkung in eine nichthemmende bei langeren Wellenlangen ein. 

In einigen orientierenden Versuchen mit Stamm J u. 1/ zeigte sich, 
da& auch bei carotinfreien Kulturen auf Diphenylamin-haltigem MP- 
Agar (100 y/ml Diphenylamin) die gleichen Spektralbereiche fiir die 
Hemmungsreaktion verantwortlich zu machen sind wie bei carotin- 
haltigen Kulturen. 

Vergleicht man die Befunde beider Farblichtversuche bei den 5 unter- 
suchten kleinii-Stémmen (siehe punktierte Linie in Tab.9), so ergibt 
sich folgendes Bild: Das Licht ist bei den Staémmen J, 4,10 u. 11 zur 
Induktion der Trophocystenbildung bis zu Wellenlangen von etwa 
585 my wirksam. Fiir die weitere Entwicklung der Trophocysten wirkt 
jedoch das Licht im Bereich von etwa 535 mu bis etwa 585 mu hemmend. 
Der Hemmungsbereich bei dem Stamm 5 erstreckt sich tiber den ge- 
samten zur Trophocysten-Induktion befahigten Spektralbereich im 
sichtbaren Licht. Er braucht eine an die Induktions-Lichtperiode an- 
schlieBende, mindestens 12stiindige Dunkelperiode oder wahrend dieser 
Zeit eine Belichtung mit unwirksamen Wellenlangen tiber 585 mu, um 
die Entwicklungshemmung vollstandig zu tiberwinden. 


Nachdem fiir die in Dauerlicht gehemmten Stamme erwiesen werden 
konnte, da es hemmende und nicht hemmende Spektralbereiche gibt, 
lag die Frage nahe, ob das vielleicht auch bei jenen kleinii-Stémmen 
der Fall ist, die in Dauerlicht vollstandig fruktifizieren. Bei Besprechung 
der Tab.3 war bereits darauf hingewiesen worden, daB bei einzelnen 
Stammen — wie bei Stamm 6 — durch Dauerbelichtung nur eine teil- 
weise Hemmung der Trophocystenkeimung erfolgt. Das Auftreten eines 
solchen intermediaren Verhaltens stiitzt die Annahme, da8 unter Um- 
stainden bei allen kleinii-Stémmen eine wenn auch geringe hemmende 
Wirkung auf die Trophocystenkeimung in einem bestimmten Spektral- 
bereich verursacht wird. In diesem Fall wiirde dann das Krafteverhaltnis 
zwischen dem hemmenden Proze8 und der Tendenz, die Entwicklung 
fortzufiihren, dariiber entscheiden, ob in Dauerlicht eine Hemmung 
erfolgt oder ungehinderte Fruktifikation. Zur Klarung der Frage wurden 
Kulturen der kleinii-Stimme 2, 3 u.8, die im Dauerlicht von Glih- 
lampen ungehindert fruktifizieren, im Dauerfarblicht des bei den 
Stémmen 1, 4, 10 u. 11 als hemmend erkannten Spektralbereiches von 
Wellenlangen tiber 530 mu herangezogen [Schottsche Farbglasfilter OG5 
2mm) + BG21 (2mm)]. Zum Vergleich standen Kulturen im Farb- 
licht von Wellenlangen unter 500 mu [BG25 (2 mm)], dem nicht 
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hemmenden Bereich der Stamme J, 4, 10 u. 11. Als Lichtquelle diente in 
beiden Fallen eine 200 W-Gliihlampe, die sich in 70cm Entfernung 
tiber den Kulturen befand. Das Ergebnis in Tab.10 spricht fiir die obige 
Annahme. Es blieben im gelben Licht der gré8te Teil der Trophocysten 
ungekeimt, und erst eine 12sttindige Dunkelperiode veranlaBte bei ihnen 
die vollstandige Fruktifikation, wahrend im blauen Dauerlicht die meisten 
Trophocysten sofort Sporangientrager mit Sporangien bildeten. 


Tabelle 10. Der HinfluB von Dauer-Farblicht auf die Entwicklung 
der kleinwi-Stéamme 2, 3 u. 8 


- Kulturen ab 2. Tag in Dauerfarblicht a) von Wellenlingen tiber 550 my [Schott- 


Filter OG 5 (2mm) + BG 21 (2 mm)], b) von Wellenlangen unter 500 my [Schott- 
Filter BG 25 (2 mm)] 


she spes Farblicht Spg/em? bis 12. Tag Spg/cem?13.—14. Tag 
2 a) A > 550 mu 0,4 3 30,4 
b) A < 550 mu 29,0 oS 18,9 
a) 
3 a) 2 > 550 mu 5,5 i E 25,6 
b) A< 500 mu 39,8 4 A 10,3 
8 a) 2 > 550 mu 1,5 a HD 39,9 
b) 2 < 500 mu 51,7 3 17,8 


Der Ausgang dieses Versuches beweist jedoch noch nicht, da8 der fir 
die Hemmung dieser 3 Stémme verantwortliche Spektralbereich in allen 
3 Fallen der gleiche ist oder die gleichen Wellenlangen umfaBt, wie bei 
den 4 lichtgehemmten Stammen. Die Gesamtzahl der abgeschossenen 
Sporangien ist bei den in Blaulicht herangezogenen Kulturen wesentlich 
gréBer, da dieser Spektralbereich fiir die Induktion der Fruktifikation 
wirksamer ist als der gelbgriine Bereich. 


Diskussion 

Nach den vorliegenden Ergebnissen ist die Gegenwart von Licht fiir 
den Pilobolus kleinii zwar eine unentbehrliche Voraussetzung, um frukti- 
fizieren zu koénnen, bei dauernder Lichteinwirkung kommt es aber bei 
5 der untersuchten 12 Stémme zu einer ebenfalls durch Licht hervor- 
gerufenen Hemmungsreaktion. Gehemmt wird das Auswachsen der 
Trager aus den Trophocysten, ein Vorgang, der selbst vorher durch Licht 
induziert werden muBte. Fiir die Hemmung ist bei 4 der lichtgehemmten 
Staémme ein verhaltnismaBig schmaler Spektralbereich verantwortlich, 
der gleichzeitig das langwellige Ende des zur Induktion der Tropho- 
cystenbildung befahigten Bereiches darstellt. DaB die gleichen Wellen- 
langen des Lichtes beide Wirkungen verursachen konnen, geht nicht 
nur aus einem Vergleich der in Tab.9 angegebenen wirksamen Spektral- 
bereiche beider Lichtreaktionen hervor, sondern dafiir spricht auch das 
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Ergebnis des Dauerfarblichtversuches in Tab.10. Dunkelheit fiihrte hier 
zur Fortfiihrung der zweifellos im gelben, hemmenden Licht induzierten 
Entwicklung. Beiden Lichtreaktionen ist demnach ein bestimmtes MaB 
von Selbstandigkeit zuzuschreiben, wenn auch die gemeinsame Grenze 
der Wirksamkeit im langwelligen Teil des Spektrums bei etwa 585 my 
fiir die Méglichkeit eines gemeinsamen Photoreceptors spricht. 

Uber die biochemischen und biophysikalischen Grundlagen der be- 
schriebenen Lichtreaktion ist bisher jedoch nichts bekannt. Da die 
Hemmung auf verschiedenen Substraten in Erscheinung tritt, ist eine 
einfache Wirkstoffabhangigkeit wenig wahrscheinlich. Bei dem Carotin- 
reichtum des Pilzes lag es zunachst nahe, einen Einflu8 dieses Farb- 
stoffes — wenn nicht als Photoreceptor, so als Lichtfilter — auf die 
untersuchte Reaktion zu vermuten. Jedoch werden auch auf Diphenyl- 
amin-haltigem Nahrboden, der die Bildung des Carotins in dem Pilz 
unterdriickt, die gleichen 5 kleinii-Stémme durch Dauerbelichtung an der 
Trophocystenkeimung gehindert, und die nach neueren reizphysiolo- 
gischen Untersuchungen von vornherein wenig wahrscheinliche Rolle 
des im Plasma sichtbaren Carotins als Photoreceptor ist damit aus- 
zuschlieBen. Weiterhin waren auf diesem Substrat die spektralen Bereiche 
der Hemmwirkung die gleichen, wie bei carotinhaltigen Kulturen. Das 
im Plasma in Trépfchen verteilte, sichtbare Carotin erweist sich damit 
als ohne EinfluB auf die Reaktion und deren spektralen Wirkungsbereich. 

Wenn bestimmte Spektralbereiche eine hemmende Wirkung auf 
die Trophocystenkeimung austiben, so liegen demgegentiber keine An- 
zeichen dafiir vor, da die Bereiche anderer Wellenlangen die weitere 
Entwicklung der lichtgehemmten Trophocysten zu fordern vermogen; 
sie sind offenbar nur in der Lage, diese zuzulassen. Eine Belichtung mit 
diesen Spektralbereichen fiihrt — ebenso wie Dunkelheit — nur dazu, 
daB die im Licht des Hemmungsbereiches bestehende Blockierung auf- 
gehoben wird. Es darf daher der bei 4 Staémmen festgestellte unter- 
schiedliche Einflu8 des gelbgriinen und blaugriinen Spektralbereiches 
nicht ohne weiteres als eine Parallelerscheinung zu dem an hdheren 
Pflanzen gefundenen und neuerdings viel untersuchten Antagonismus 
zwischen hellrotem und dunkelrotem Licht aufgefa&t werden. Wahrend 
die durch hellrotes Licht um 635 my an héheren Pflanzen erfolgte Ent- 
wicklungsauslésung durch eine anschlieBende Belichtung mit dunkel- 
rotem Licht der Wellenlingen um 750 my riickgangig gemacht werden 
kann, und bei mehrfachem Belichtungswechsel mit diesen Spektral- 
bereichen der zuletzt gebotene iiber das Verhalten der Pflanze ent- 
scheidet, ist bei P. kleinii eine einmal erfolgete Enthemmung nicht durch 
erneut gebotenes Hemmlicht aufzuhalten. Gemeinsam ist beiden Er- 
scheinungen, dali bestimmte Spektralbereiche die Entwicklung der 
betreffenden Pflanzen zu hemmen vermégen. 
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Von groBer Bedeutung diirfte die festgestellte Hemmungsreaktion und 
ihre Aufhebung fiir die Tagesperiodik der Fruktifikation von Pilobolus 
sein. Die erste sichtbare AuBerung einer Tagesrhythmik im 12stiindigen 
Licht-Dunkelwechsel zeigt sich bei Pilobolus in dem Auskeimen der 
Sporangientrager aus den Trophocysten. Die Bildung und Reifung der 
Trophocysten erfolgt demgegeniiber nicht streng tagesperiodisch. Das 
14Bt sich unter anderem auch daraus schlieBen, daB von den Tropho- 
cysten, die im Tageslichtwechsel auf Grund einer ersten Belichtung ge- 
bildet wurden, eine Anzahl wahrend der zweiten Lichtperiode ungekeimt 
liegen bleibt und etwa erst bei der dritten oder vierten Lichtperiode 
ihre Sporangientrager ausbildet. Ferner spricht dafiir, daB bei den in 
Dauerlicht fruktifizierenden kleinii-Stimmen — der von KuieErtn (1948) 
verwendete Stamm gehérte auch dazu — die Sporangientrégerbildung 
ohne jede Rhythmik erfolgt, da die Trophocysten nacheinander reif 
werden. Nach den Ergebnissen von McViokar (1942), ScHMIDLE (1951) 
und UrpetMEsser (1954), sowie eigenen Beobachtungen erfolgt die 
Trophocystenreifung auch bei anderen Pilobolws-Arten ungleichmaBig. 
Da aber im 12stiindigen Licht-Dunkelwechsel die Keimung aller jeweils 
reifen, keimungsfahigen Trophocysten sehr gleichmaBig etwa 6—8 Std 
nach Beginn der Lichtphase erfolgt, muB eine auslésende Reaktion als 
sogenannter Zeitgeber vorhanden sein, welche die bisher zeitlich wenig 
geordnete Entwicklung synchronisiert. Diese Aufgabe kénnte den er- 
mittelten Hemmungs- und Enthemmungsreaktionen zufallen, indem sie 
die in Licht zu verschiedenen Zeiten reif werdenden Trophocysten zu- 
nachst an ihrer weiteren Entwicklung hindern und dadurch sich an- 
sammeln lassen. Erst durch eine Dunkelphase werden alle gemeinsam 
und zur gleichen Zeit von dieser Hemmung befreit. Fir die Richtigkeit 
dieser Ansicht spricht, daB bei lichtgehemmten Kulturen von P. kleinii, 
die einer 12stiindigen Dunkelperiode ausgesetzt worden waren, der Zeit- 
punkt des gemeinsamen Auskeimens der Trophocysten einzig von der zeit- 
lichen Lage der Dunkelphase abhangt und dieTragerbildung auch meistens 
erst mehrere Stunden nach Wiederbeginn der Lichtperiode einsetzt. 

Wenn die Steuerung der Tagesrhythmik bei den in Dauerlicht von 
Glithlampen gehemmten kleinii-Stammen auf Grund der deutlichen 
Hemmungsreaktion recht befriedigend zu erkliren ist, bedarf es zur 
endgiiltigen Lésung dieser Frage bei den 7 Stémmen, die in Glihlampen- 
licht nicht gehemmt wurden, weiterer Versuche. Da aber bei den 
daraufhin untersuchten 3 Staémmen ebenfalls eine hemmende Wirkung 
auf die Trophocystenkeimung in bestimmten Spektralbereichen gefunden 
werden konnte (siehe Tab.10), ist mit einem grundsitzlich gleichen 
Steuermechanismus zu rechnen. Setzt doch auch bei diesen Staémmen die 
Tagesrhythmik der Fruktifikation erst bei der Keimung der Tropho- 
eysten ein und wird sie doch auch hier durch Dunkelperioden induziert. 
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Man kann danach vermuten, daf& bei den in Dauerlicht vollstandig 
fruktifizierenden kleinii-Stémmen die Hemmungsreaktion zwar vor- 
handen, aber zu schwach ist, um die Keimungstendenz der Tropho- 
cysten fiir lingere Zeit aufhalten zu kénnen. Besonderes Interesse 
als eine mégliche Parallelerscheinung verdient in diesem Zusammenhang 
das Verhalten von Dunkelkeimern in Farblicht, wie es neuerlich von 
Jongs u. Battey (1956) untersucht wurde. Sie fanden bei den Samen 
von Lamium amplexicaule, daB dunkelrotes Licht zwar hemmt, hellrotes 
Licht aber die Keimung genau so férdert, wie bei den daraufhin unter- 
suchten Lichtkeimern. Diese Ergebnisse fiihrten zu der Vermutung, daB 
es bei dem Unterschied zwischen Licht- und Dunkelkeimern ganz all- 
gemein darauf ankomme, ob die betreffenden Samen relativ empfind- 
licher fiir den hellroten oder dunkelroten Anteil des weifen Lichtes 
sind. Entsprechend kommt es méglicherweise nur bei denjenigen kleinii- 
Stémmen zu einer Hemmung der Trophocystenkeimung in Dauerlicht, 
bei denen eine relativ hoéhere Empfindlichkeit fiir den hemmenden 
Spektralteil vorliegt. Zusammenfassend 1éBt sich aus den vorliegenden 
Ergebnissen aber bereits folgern, daB die Tagesrhythmik der Sporangien- 
tragerbildung bei Pilobolus kleinii durch die Dunkelphasen und nicht 
durch die Lichtphasen ausgelést wird, wenn auch eine ausreichende 
Belichtung erst die Voraussetzung fiir die Fruktifikation schafft. Weitere 
Versuche sollen zur Klarung der Frage beitragen. 

AuBer bei Pilobolus kleinit konnte auch bei anderen Pilzen festgestellt 
werden, da8 ein fiir ein erstes Stadium notwendiger LichteinfluB bei 
Dauereinwirkung fiir die weitere Entwicklung hemmend sein kann. So be- 
richteten Barnett u. Litiy (1950) iiber die Notwendigkeit einer Dunkel- 
periode bei der lichtinduzierten Konidienbildung von Choanephora cucur- 
bitarum, und von WirscH u. WAGNER (1955) stellten an einer Alternaria- 
Art fest, daB nach einem fiir die Sterigmenbildung notwendigen Licht- 
einflu& fiir die anschlieBende Entwicklung der Conidien eine vorherige 
Verdunklung notwendig ist. SchlieBlich fand VopERBERG (1950) bei.der 
Fruchtkorperentwicklung des von ihr untersuchten Stammes von Copri- 
nus lagopus, dab der zunachst durch Licht notwendigerweise zu indu- 
zierende Streckungsvorgang des Fruchtkérperstieles in der Folge dann 
durch Dauerlicht gehemmt wird. Es liegt jedoch in keiner der zitierten 
Arbeiten eine Untersuchung iiber den fiir die Hemmungsreaktion ver- 
antwortlichen Spektralbereich vor. 


Zusammenfassung 


1. Die bisher gepriiften 6 Arten der Gattung Pilobolus erwiesen sich 
bei der Ausbildung ihrer Sporangientrager in verschiedener Weise von 
einer vorherigen Belichtung abhangig. Es lassen sich auf Grund dieses 
Verhaltens 3 Typen der Entwicklung kennzeichnen. Die Art P. kleinii 
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gehort danach zu Typus II, bei dem bereits die Trophocystenbildung 
durch Licht induziert werden mu8B. Bei gentigender Starke und Dauer 
der einmaligen Belichtung erfolgt aber auch die Ausbildung der Trager 
und Sporangien, was anderenfalls auch durch eine erneute Lichtgabe 
erreicht werden kann. 

2. Eine Dauerbelichtung fiihrte bei 5 von insgesamt 12 untersuchten 
kleinii-Stiémmen (Stamm Nr. /, 4, 5, 10 u.11) zu einer Anhaufung un- 
gekeimter Trophocysten. Diese Keimungshemmung konnte durch eine 
mehrstiindige Verdunklung aufgehoben werden. Erst nach Verdunklungs- 
zeiten von mindestens 12 Std Dauer erfolgte die Entwicklung aller 
reifen Trophocysten, wahrend kiirzere Dunkelphasen nur bei einem Teil 
der vorhandenen Trophocysten die Bildung von Sporangientragern aus- 
lésten. Fast vollstaéndig entstanden auch nach einem Wechsel in Dauer- 
dunkelheit die reifen Sporangientrager aus den angehéuften Tropho- 
cysten. 

3. Der fiir eine Induktion der Trophocystenbildung wirksame Spektral- 
bereich erstreckt sich bei den 5 ,,gehemmten“ Staémmen verschieden weit 
in den langwelligen Teil des Spektrums hinein. Die Stémme /, Zu. 10 
erreichen diese Rotlichtgrenze bei Wellenlingen von etwa 585 my. Der 
Stamm // bildet noch bei Wellenlangen von 615 my einige Trophocysten, 
wahrend sich die Rotlichtgrenze von Stamm 4 bei 534 my befindet. 

4. Die fiir die Hemmungsreaktion verantwortlichen Spektralbereiche 
stimmen ebenfalls bei den Stimmen 7, 4u. 10 iiberein und erstrecken 
sich von etwa 535 my bis 585 my. Bei Stamm 17 wurde der Bereich 
von etwa 550 mu bis 585 my ermittelt. Die Trophocysten des Stammes 45 
blieben stets ungekeimt, wenn sie nach ihrer Bildung in weifBem Dauer- 
licht dem Farblicht von Wellenlangen zwischen 400 mu und 565 my 
ausgesetzt wurden. Auer Dunkelheit fiihrten nur Wellenbereiche tiber 
585 my zu einer Enthemmung. Bei diesem Stamm umfaBt der Hem- 
mungsbereich den gesamten zur Induktion der Trophocystenbildung 
befahigten Spektralbereich im sichtbaren Licht, wahrend bei den 
anderen 4 Stammen nur der langwellige Teil des fiir die Bildung 
der Trophocysten notwendigen Lichtes deren weitere Entwicklung 
hemmt. 

5. Bei 3 kleinii-Stammen, die in Dauerlicht von Glihlampen un- 
gehindert fruktifizieren, fihrte Dauerfarblicht mit Wellenlaingen tiber 
550 mu ebenfalls zu einer Keimungshemmung bei der Mehrzahl der 
Trophocysten. Es wird daher angenommen, daB bei allen kleinic- 
Stammen sowohl die Tragerbildung hemmende als auch nicht hemmende 
Lichteinfliisse in verschiedenen Spektralbereichen wirksam werden, die 
relativ héhere Empfindlichkeit fiir den einen oder anderen Spektral- 
bereich aber dariiber entscheidet, ob es in Dauerlicht zu ungehinderter 
Fruktifikation kommt oder zur Hemmung der Trophocystenkeimung. 
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Bei Licht-Dunkelwechsel diirfte der Enthemmungsreaktion als Zeit- 
geber fiir das Zustandekommen der Tagesrhythmik in der Sporangien- 
produktion eine besondere Bedeutung zukommen. 
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Form und Gré8e des Kerniquivalentes von Escherichia coli 
in Abhangigkeit von den Kulturbedingungen * 


Von 
H. J. PREUSSER 


Mit 12 Textabbildungen 


(Hingegangen am 1. November 1958) 


Ks ist eins der Ergebnisse elektronenmikroskopischer Untersuchungen 
von Bakterien, die eine Reihe von Autoren (KELLENBERGER u. RYTER 
1955, KELLENBERGER u. RyTEeR 1956, PIEKARSKI u. GIESBRECHT 1956, 
PIEKARSKI u. PoNTIERI 1956, GreSBRECHT u. PreKarRskr 1958, Ryrer 
u. Mitarb. 1958 u. a.) durchftihrten, daB sich im Inneren der Zellen Be- 
reiche geringer Klektronendichte befinden. Sie werden Nucleoid, Kern- 
aquivalent, Kernvacuole, ja echter Zellkern genannt. In ihnen kénnen 
dunkle fadige Substanzen regellos, mehr oder weniger zusammengeballt 
oder zu Schrauben aufgewunden liegen. Kigene Untersuchungen an ober- 
flachenkultivierten Bakterien fiihrten zu vergleichbaren Ergebnissen 
(PREUSSER 1958b). Dagegen wurde in nicht geschiittelten Fliissigkeits- 
kulturen auch eine andere Verteilungsweise der elektronendichten Struk- 
turen angetroffen: Diinne Faden kénnen dort frei das Zellinnere durch- 
ziehen. Sie sind, wenn tiberhaupt, jeder fiir sich durch einen schmalen 
Randsaum geringer Dichte von dem gleichmaBig dunkel erscheinenden 
Cytoplasma getrennt (PREUSSER, SCHLOTE u. RippEL-BaLpES 1957, 
PREUSSER 1958 b). 

Da Fixations- und Praparationsverfahren in beiden Fallen die gleichen 
waren, konnten Artefakte als Ursache ftir die Hellzonenbildung einer- 
seits oder die regellose Fadenverteilung andererseits ausgeschlossen wer- 
den. Die unterschiedliche Innenstrukturierung mtiBte demzufolge auch 
in den Jebenden Zellen vorhanden und auf die verschiedenen Kultur- 
bedingungen zurtickzufiihren sein, eine Vermutung, die bereits in einer 
friiheren Arbeit geaéuBert wurde (PREUSSER 1958b). Es erschien daher 
zweckmaBig, weitere Untersuchungen an geschiittelten Flissigkeitskul- 
turen mit ihren fiir alle Zellen gleichen Kulturbedingungen durchzu- 
fiihren. 
~ * Herrn Prof. Dr. Auacust Rrppet-BaLpeEs in Dankbarkeit zum 70. Geburtstag 
gewidmet. 
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Die groBen Unterschiede, die zwischen oberflachenkultivierten Zellen 
und den Zellen aus ruhenden Flissigkeitskulturen hinsichtlich Form und 
GréBe des Kernaquivalentes bestanden, legten den Gedanken nahe, Stoff- 
wechselleistung und Volumen der Hellzone (darunter wird die GroBe der 
Zone geringer Elektronendichte verstanden) zueinander in Beziehung zu 
setzen. Deshalb sollen hier Diinnschnitt-Elektronenbilder von Zellen, die 
streng anaerob gewachsen sind, mit solchen verglichen werden, die aerob 
kultiviert wurden. Anaerobe Schiittelkulturen lassen sich schlecht her- 
stellen. Es ist giinstiger, durch Einleiten von Gasen (O2,.N;) in die Bakterien- 
kulturen den Stoffwechsel der Zellen in die gewiinschten Bahnen zu lenken. 


I. Innenstrukturen der Bakterien aus Schiittelkulturen 
Methodik 


Die Untersuchungen wurden an einem Stamm von Escherichia coli aus dem 
Hygiene-Institut der Universitat Géttingen durchgefiihrt'. 

Das Nahrsubstrat hatte folgende Zusammensetzung: Pepton S (Brunnengraber) 
0,5°/p; NaCl 0,5°/); Liebigs Fleischextrakt 0,3°/,. Es wurde mit einer Phos- 
phatlésung (Zusammensetzung BrrcH-ANDERSEN, MAALOx u. SJOSTRAND 1953) 
auf pu 7,2 gepuffert (1 cm? Puffer auf 100 cm* Nahrsubstrat). 

Zur Aufstellung der Wachstumskurven wurden 25 cm’ Nahrlésungsansitze in 
100 cm’-Erlenmeyerkolben mit je 1 Impfése Bakteriensuspension aus einer 24 Std 
alten, nicht geschiittelten Flissigkeitskultur beimpft und im Brutschrank bei 37°C 
geschiittelt. Die Bestimmung der Keimzahl erfolgte in einer Zahlkammer. 

Fiir Diinnschnittuntersuchungen wurden die Bakterien unter den gleichen Be- 
dingungen kultiviert. Zu 3 Zeitpunkten des Kulturwachstums (1. im mittleren Ab- 
schnitt der logarithmischen Wachstumsphase, 2. beim Ubergang in die Ruhephase, 
3. in der Ruhephase) wurden Kolben fiir die Diimnschnittpraparation entnommen 
und ihr Inhalt zentrifugiert. Fixation, Dehydrierung, Einbettung und die Herstel- 
lung von Diinnschnitten sind an anderer Stelle bereits beschrieben worden (PREUS- 
ser 1958b). Die Schnitte wurden in einem Siemens-Ubermikroskop (Elmiskop 1)? 
untersucht. 


Ergebnisse 


Wahrend des Wachstums einer in Luft geschiittelten peptonhaltigen 
Fliissigkeitskultur nimmt die Hellzone betrachtlich an GroBe zu (Abb. 1). 
Um ein MaB fiir den Anteil, den sie am Gesamtvolumen einer Zelle hat, 
zu bekommen, wurde auf Diinnschnitt-Elektronenbildern jeweils die 
Flache von Hellzone und Bakterium einzeln ausplanimetriert und ihr 
GroéBenverhaltnis zueinander errechnet. Hierbei ergibt sich im ersten 
Stadium der Untersuchungen, der logarithmischen Vermehrungsphase 
(Kulturalter 3,5 Std), ein Hellzonenanteil von 3 +-2°/) (x = 26) an der 


1 Frau Prof. Dr. A. WinKLER danke ich fiir die Uberlassung des Bakterienstammes. 

2 Herrn Dr. F. W. Scutorr méchte ich an dieser Stelle fiir die elektronen- 
mikroskopischen Aufnahmen besonders danken. 

3 Die Streuung aller angegebenen Werte wird durch den dreifachen mittleren 
Fehler des Mittelwertes ausgedriickt. n ist die Anzahl der einzeln ausplanimetrier- 
ten Bakterien. 
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Gesamtflache der Bakterien. Das Cytoplasma ist gleichmaBig dicht. Nur 
selten sind dunkle Faden sichtbar, die von sehr schmalen, hellen Rand- 
sdumen umgrenzt sein kénnen (Abb. 2). 


Abb. 1. BE. coli. Schiittelkultur. Die Kultur ist a 3,5 Std; b 7 Std; ¢ 13 Std bei + 37°C gewachsen. 

Die Zellen enthalten je nach dem Kulturalter sehr verschieden grofke Hellzonen. Zellen aus ailteren 

Kulturen kénnen neben Fiiden auch amorphe elektronendichte Massen in ihren Hellzonen enthalten 
(c, Pfeile). Vergr. 73000 mal 


Beim Ubergang von der logarithmischen Phase in die Ruhephase der 
Kultur (Kulturalter 7 Std) haben die in den Zellen sichtbaren Faden- 
strukturen an Zahl betrachtlich zugenommen, die sie begleitenden Hell- 
zonen sind wesentlich gewachsen (Abb.3). Der Hellzonenanteil an der 
Bakterienflache ist auf 11 --2°/, (x = 40) gestiegen. Bis zu diesem Zeit- 
punkt ist die Anordnung der Faden und der sie umgebenden Hellzonen 

g* 
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708 : Abb. 2. EH. coli. In Zellen aus der ersten 
Hilfte der log-Phase sind nur wenige fidige 
bel z Elemente und kleinere Hellzonen sichtbar. 
Vergr. 68000mal 
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Abb. 3. E.coli. Ubergang der log-Phase in die 
Ruhephase. Scheinbar regellose Fadenvertei- 
lung im Cytoplasma. Die Fiiden werden von 
diinnen Hellzonen begleitet. Vergr. 68000mal 
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scheinbar so regellos, da®B in keiner Zelle Bereiche bevorzugter Anhau- 


fung gefunden werden kénnen. 
In der Ruhephase der Kultur nimmt die Hellzone an GréBe immer 


mehr zu. Ihr Anteil an der Bakterientlache betragt nach 13stiindiger 


Abb. 4. #. coli. Ruhephase. Die Fiden liegen 
in groBen zusammenhingenden Hellzonen. 
Vergr. 68000mal 
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Kultivierung 20 +-3°/, (n = 55). Die fadigen Strukturen kénnen sich in 
einer einzigen grofBen Hellzone ansammeln (Abb.4). Nach 24 Std ist das 
Cytoplasma auf eine schmale Zone an der Peripherie der Zelle reduziert 
und von hellen Bezirken durchsetzt. Die Hellzone selbst ist nicht mehr 


deutlich gegen das Cytoplasma abgegrenzt. Sie nimmt einen GroBteil des 


Abb. 5. E. coli. Autolyseerscheinungen im Cytoplasma und autolytischer Abbau der Fiiden 
in einer 24 Std alten Schiittelkultur. Vergr. 68 000 mal 


Zellvolumens ein. Die elektronendichten Substanzen, welche sie enthalt, 
haben an Menge abgenommen und bilden in ihrer Mitte eine lockere An- 
haufung (Abb.5). Es hat den Anschein, als ob die Zellen teilweise autoly- 
siert sind. Diese letzten wie auch die vorletzten Stadien.sind den Bildern, 
die man von oberflachenkultivierten Zellen gewinnt, iiberaus ahnlich. 
Schon die RegelmaBigkeit des Hellzonenwachstums 1aBt an Artefak- 
ten zweifeln, da Hellzonengré8e und Kulturalter in strenger Beziehung 
zueinander stehen. Demnach sind die GréBe der Hellzone und damit die 
Art der Fadenverteilung vom physiologischen Zustand der Zelle abhangig. 


112 > H. J. PRevusser: 


Es ist nunmehr zu priifen, welche Faktoren im einzelnen die Hellzonen- 
bildung in den Bakterien beeinflussen. Anhaltspunkte fiir diese Unter- 
suchungen liefert die Arbeit von Hotman (1956), der in Schiittelkul- 
turen lange Bakterienformen (sog. Schwarmzellen) beobachtete. Der 
Autor vertritt die Ansicht, daB8 durch eine gute Sauerstoffversorgung 
der Kultur der oxydative Stoffwechsel der Bakterien enorm ansteigt. 
Die Unfahigkeit der Zellen, Katalase in geniigendem MaBe aus dem Nahr- 
medium zu synthetisieren, soll zu einer Anhaufung von HO, im Sub- 
strat fiihren, wodurch Zellteilungen verhindert wiirden. Dies mag wohl 
auch die Ursache fiir die Schwirmerbildung auf Agarplatten sein, iiber 
die bereits friiher berichtet wurde (PREUSSER 1958 a). 


IL. Zellgré8en und Innenstrukturen von E. coli aus begasten Kulturen 


Methodik 


E. coli wurde in dem auf 8. 106 angegebenen Nahrsubstrat bei 25°C kultiviert. 
Als KulturgefaBe dienten 3000 cm’-Kluyverkolben, die mit einem Ansatz zur Steril- 
entnahme versehen waren. Dadurch war es méglich, die Proben fiir Diinnschnitt- 
praparate aus den verschiedenen Wachstumsstadien einer Kultur zu entnehmen. 
Die Kluyverkolben wurden mit je 600 em? N ahrlésung gefiillt und 10 Tropfen Anti- 
schaummittel (Wacker) hinzugefiigt. Die Begasung der Kulturen mit O, oder N 5 
erfolgte bei einer Durchstrémungsgeschwindigkeit von 22,5 1/Std. Aus dem hierfiir 
verwendeten Stickstoff muBte vor Gebrauch der Sauerstoff entfernt werden, von 
dem das handelsiibliche Gas bis zu 1°/, enthalt. Dies geschah mittels der von MnyrEr 
u. Ronee (1939) entwickelten Kupfer-Absorptionssaule, durch die der Stickstoff 
bis auf einen Gehalt von 4+ 10-9/, O, gereinigt werden soll. 

Die Kluyverkolben wurden mit je 0,5 cm’ einer 48 Std bei 25°C geztuchteten Vor- 
kultur beimpft. An 3 durch Keimzahlbestimmung ermittelten Zeitpunkten bei der 
Kultivierung (1. zu Beginn der logarithmischen Vermehrungsphase, 2. beim Uber- 
gang in die Ruhephase, 3. in der Ruhephase) wurden Proben entnommen und zen- 
trifugiert. Alle Proben wurden vor der Dehydrierung im Phasenkontrastmikroskop 
untersucht und photographiert. Optik: Neofluar (Zeiss) Pv 40/0,75. 


Zellgrépen unter verschiedenen Kulturbedingungen 


Bei einem Vergleich der unter verschiedenen Bedingungen geziich- 
teten Bakterien bemerkt man, daB Sauerstoff die Zellteilung in der ersten 
Halfte der log-Phase hemmt. Die Bakterien erscheinen fadenformig und 
erreichen eine Linge von mehreren 100 4 (Abb. 6a). Dagegen ist in Stick- 
stoffatmosphire bei Z. coli nur eine geringe GréBenzunahme der Zellen zu 
Beginn der log-Phase zu beobachten (Abb.6c). Zellen aus in Luft ge- 
schiittelten Kulturen nehmen in ihrer GréBe eine Mittelstellung zwi- 
schen den Bakterien aus 0,- und-denen aus N,-begasten Kulturen ein 
(Abb.6b). Die Endkonzentration an Bakterien liegt bei O,-begasten wie 
bei in Luft geschiittelten Kulturen etwa um den Faktor 10 tuber der Bak- 
teriendichte N,-begaster Kulturen. Dafiir sind die anaerob gewachsenen 
Zellen in der Ruhephase (Abb. 6c, 3) bedeutend groBer. Da also die auBere 
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Form der Zellen von Kulturalter und Kulturbedingungen, somit vom 
Stoffwechsel abhangt, sollte auch ihr innerer Aufbau betroffen sein. 
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Abb. 6. E.coli. Unterschiedliche Zellgr68en in Abhiingigkeit von Kulturalter und Kulturbedingungen. 
Phasenkontrast. a O.-begaste Kultur, b aerobe Schtittelkultur, ¢ N:-begaste Kultur. Vergr. 1600mal. 
Zeitpunkt 1, 2,3 in den Photos jeweils von unten nach oben 
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Abb. 7. EH. coli. O.-begaste Kultur. 
Keine Bildung von Hellzonen in der 
log-Phase. Vergr. 54500mal. a Aus- 
schnitt von Abb. 7, stark vergréBert. 
Die Faden grenzen unmittelbar an 
das Cytoplasma. Vergr. 150000 mal 
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Abb. 8. E. coli. O.-begaste Kultur. Uber- 
gang von der logarithmischen Phase in die 
Ruhephase. Elektronendichte Faden, die 
von diinnen hellen Randsiiumen umhiillt 
| sind, durchziehen die Zellen. 
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Vergr. 54500mal 
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Abb. 9. EH. coli. O.-begaste Kultur. 
Ruhephase. Die Zellen enthalten in 
einer zusammenhingenden Hellzone 
diimne fidige und dichte amorphe 
Massen. Vergr. 54500mal 
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Innenstrukturen bei Kultivierung in O,-Atmosphdare 


Untersucht man Diinnschnitte von den langen fadenformigen Zellen, 
die sich zu Beginn der logarithmischen Phase bilden, so findet man 


109 
708 
Abb. 10. Z. coli. No-begaste Kultur. In den Zellen 
o treten bereits wiihrend der logarithmischen Wachs- 
10 tumsphase der Kultur grofe Hellzonen auf. Das 


Cytoplasma ist sehr locker gebaut und zerkliiftet. 
Vergr. 54500mal 


Citak i SieenlO MiII GS OB> gl 
nirgends die geringsten Anzeichen fir eine Hellzonenbildung (Abb.7). 
Das Cytoplasma ist nahezu homogen und nur bei genauer Betrachtung 
sind diinne Faden erkennbar, die jedoch wenig hervortreten, weil sie 
von keiner Hellzone umgeben sind (Abb.7a). 
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Beim Ubergang in die Ruhephase bilden sich, ahnlich wie in Zellen 
aus Kulturen, die in Luft geschiittelt wurden, um die dunklen Faden 


Abb. 11. E. coli. Ng-begaste Kultur. Ubergang von 


108 der logarithmischen Wachstumsphase in die Ruhe- 

phase. Die Hellzonen der Zellen sind groB, jedoch 

‘ nicht merklich gréBer als in der logarithmischen 
10 


Phase. Das Cytoplasma ist ebenfalls locker und 

hier, wie in vielen Zellen aus N,-begasten Kul- 

turen, hiufig durch Methacrylatartefakte zerrissen. 
Vergr. 54500mal 
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helle Randsiume (Abb.8). Sie haben sich nach 29stiindiger Kultivierung 
der Zellen zu einer zentral im Bakterium gelegenen Hellzone zusammen- 
geschlossen (Abb.9). In diesem Wachstumsstadium findet man neben. 


e 
108 Abb. 12. E. coli. Ny-begaste Kultur, Ruhephase. 
Es sind keine wesentlichen Unterschiede in der 
‘ GréBe der Hellzone gegen die beiden vorauf- 
0 


gegangenen Stadien festzustellen. Vergr.54 500mal 


0 5 70 a amp 


diinnen Faden stark kontrastierende tropfenformige Massen, wie sie ge- 


legentlich in Zellen ausgewachsener, in Luft geschiittelter Kulturen zu 
beobachten sind (Abb.5). 
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Innenstrukturen bei anaerober Kultivierung 


Das Cytoplasma anaerob kultivierter Zellen von EL. coli (Abb. 10—12) 
ist in allen untersuchten Stadien zerkliftet und damit weitaus inhomo- 
gener als das von aerob gewachsenen Zellen. Zum Teil handelt es sich 
dabei um Artefakte, die beim Auspolymerisieren des Methacrylates ent- 
standen sind. Sie treten in diesen anaerob kultivierten Zellen ganz be- 
sonders haufig auf. Zerrissene Zellgrenzmembranen und keilférmige Auf- 
teilung des Cytoplasmas sind fiir sie charakteristisch (z. B. Abb. 11, 
Mitte). Die umfangreichen Hellzonen jedoch sind keine Artefakte. Sie 
sind zu jedem Zeitpunkt der Kultur in den Bakterien sichtbar und zwar 
auch in Zellen, deren Membranen intakt sind. 


Diskussion 

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, daB der Zeitpunkt, an dem 
Hellzonen im Cytoplasma der Bakterien entstehen, von der Form ihres 
Stoffwechsels abhangt. Bei guter Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung, 
d.h. solange die Kultur wachst, fehlen die hellen Bereiche fast vdllig. 
Unter diesen Bedingungen sind die Faden, deren Elektronendichte sich von 
der des Cytoplasmas nicht wesentlich unterscheidet, nur in Bildern von 
sehr dinnen Schnitten befriedigend sichtbar. In dickeren Schnitten wer- 
den sie von Cytoplasma tiberlagért und treten dann kaum mehr hervor 
(Abb.7a). Sobald sich jedoch die Zellzahl ihrem Maximum niahert (Ende 
der logarithmischen Wachstumsphase), treten in den Bakterien Hell- 
zonen auf, die zuerst als helle Randsiume die Faden begleiten, spiter 
offenbar zusammenflieBen und als ausgedehnte helle Bereiche geringer 
Dichte im Zellinneren sichtbar werden. In der Ruhephase der Kultur, 
etwa 6 Std nach dem Ende der logarithmischen Wachstumsphase, findet 
man inmitten der Hellzone auBer diinnen Faden gelegentlich dichte 
Tropfen und Klumpen. Noch spiter nimmt das Cytoplasma erheblich 
an Menge ab, die Faden in der Hellzone werden immer diinner und die 
Klumpen immer kleiner. Dies ist offenbar das morphologische Aqui- 
valentbild zur Autolyse. 

Demgegeniiber* besitzen streng anaerob kultivierte Zellen von JZ. coli 
zu jedem Zeitpunkt der Untersuchung in ihrem Inneren grofe Hellzonen. 
Die Faden, die darin liegen, sind bis weit in die Ruhephase hinein relativ 
dick. An Zellen aus Sauerstoff-begasten oder in Luft geschiittelten 
Kulturen kann man jederzeit die Wachstumsphase ablesen, in der 
sie fixiert wurden. An Bakterien, die in Stickstoffatmosphire gewachsen 
sind, ist das nicht méglich. Dort sind Zellen aus der frithen logarithmi- 
schen Wachstumsphase von solchen aus der spéten Ruhephase praktisch 
nicht zu unterscheiden. Dies kommt auch in ihrer Gré8e zum Ausdruck. 

Bakterien, die Kulturen entstammen, welche in Luft geschiittelt wurden, 
sind in vieler Hinsicht jenen, deren Kulturen mit Sauerstoff begast 
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wurden, ahnlich. Nur ist die Linge der Zellen in der logarithmischen 
Wachstumsphase geringer. Bei lebhaftem aeroben Stoffwechsel, also 
unter optimalen Bedingungen, enthalten demnach die Zellen junger 
Kulturen keine Hellzonen in ihrem Cytoplasma. Hier sind die Unter- 
suchungen von MnyeEr u. FRANK (1958) von Interesse. Die Autoren fan- 
den, da8 die in symbiontenreichen Organen der Kiichenschabe (Blatta 
orientalis) lebenden Bakterien keine Hellzonen enthalten. In allen Zellen 
ist das Cytoplasma auBerordentlich homogen und dicht. Diese Bakte- 
rien waren demnach dort unter optimalen Bedingungen gewachsen. 

Anders ist es mit Zellen, die auf Agar geztichtet wurden. Die Nahr- 
stoffversorgung ist dort gegeniiber Flissigkeitskulturen weitaus ungiin- 
stiger. Dies diirfte der Grund sein, weshalb selbst in den langen Schwarm- 
zellen, die etwa Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase von 
Flissigkeitskulturen entsprechen, stets hintereinanderliegende wohl de- 
finierte Hellzonen (PREUSSER 1958b) gefunden wurden. 

Die in fritheren Arbeiten verwendeten, nicht geschiittelten und nicht 
begasten Fliissigkeitskulturen (PREUSSER, SCHLOTE u. RippEL-BALDEs 
1957, PreussER 1958b) sind nach obigen Ergebnissen fir Untersuchun- 
gen des Hellzonenwachstums in Bakterien ungeeignet. Unterschied- 
liche Nahrstoffverteilung, bestimmt durch teils aerobe (an der Kultur- 
oberflache), teils anaerobe (in den tieferen Kulturschichten) Verhaltnisse, 
fiihren zu Ergebnissen, die nicht immer reproduzierbar sind. Erst Schiittel- 
kulturen vermitteln ein klares Bild von der Entwicklung der Hellzonen. 

Rosrnow (1956) beschreibt auf Grund lichtmikroskopischer Befunde 
in Zellen junger Kulturen ,,chromatin bodies“, die getrennt ftir sich im 
Cytoplasma liegen. Spater jedoch méchten Anderungen des Ionen- 
Gleichgewichts im Plasma zur Aggregation mehrerer Chromatinkorper 
fiihren: WaHirrreLp u. Murray (1956) sind der Ansicht, daB die Art der 
Chromatinverteilung (regellos oder zusammengeballt) von der Konzen- 
tration der Elektrolyte in den Zellen abhangig ist. Kin Uberflu8 an Kat- 
jonen wiirde die negativen Ladungen der sich gegenseitig abstoBenden 
Chromatineinheiten neutralisieren und somit ihre Aggregation bewirken. 
Als wesentlichen Faktor, der in den Zellen den Mechanismus der Ionen- 
regulation zerstért und zu Chromatin-Aggregationen beitragt, betrach- 
ten die Autoren den AlterungsprozeB der Kultur. 

Die hier vorliegenden Untersuchungen machen eine andere Deutung 
wahrscheinlicher. Tatsachlich liegen in Zellen aus alternden Kulturen 
die Faden in ihrer Mitte, waihrend sie in solchen aus jungen Kulturen 
mehr gleichmaBig, scheinbar regellos, tiber das ganze Zellumen verteilt 
sind. Die Ursachen, die zum Zusammentreten der Faden fiihren, durften 
jedoch in der abnehmenden Cytoplasmamenge zu suchen sein, fiir die ein 
anderer Ausdruck der ist, da® die kleinen Hellzonen stetig an Grobe zu- 
nehmen und schlieBlich zu einer einzigen groBen Hellzone zusammen- 


Arch, Mikrobiol., Bd. 33 9 


122 H. J. PREvsSER: 


flieBen. Dieser Zustand tritt aber bei in Luft geschiittelten Kulturen erst 
nach dem Erreichen der maximalen Zellzahl ein. Da von dort an das 
Zellvolumen rhythmisch abnimmt und bereits in 24 Std alten Kulturen 
einen Bruchteil des Volumens ausmacht, welches Zellen vom Ende der log- 
arithmischen Wachstumsphase besitzen (SCHLOTE 1959), so ist es in erster 
Linie die Autolyse, welche die Hellzone anwachsen laBt und damit die Faden 
ihres mechanischen Haltes in den schmalen Cytoplasmalakunen beraubt. 

Diese Folgerung wird weiter erhartet durch Beobachtungen an Zellen, 
die in mit Stickstoff begasten Kulturen gewachsen waren. In allen Wachs- 
tumsstadien ist dort die Hellzone groB, und die Faden liegen in ihrer 
Mitte. Das Cytoplasma dagegen besitzt eine sehr geringe Dichte und die 
Kultur wachst langsam. Demnach kann die Synthese von Cytoplasma 
offenbar den abbauenden Stoffwechsel nicht tiberfliigeln, die Zelle bleibt 
relativ leer, die Hellzone ist groB. 

Vergleicht man den hier beschriebenen Formwechsel, den die Hell- 
zone wahrend des Wachstums einer Kultur durchmacht, mit der Defini- 
tion, die GIESBRECHT u. PIEKARSKI (1958, S. 79) fiir einen Zellkern geben 
(,,als Nucleus gilt das in Einzahl notwendig vorhandene Organell..., 
das... in morphologischer Hinsicht zum mindesten ein oder mehrere 
Chromosomen... in der gegen das Cytoplasma deutlich abge- 
grenzten Kern-Grundsubstanz?, in chemischer Hinsicht wenig- 
stens DNS, RNS und EiweiB enthalt‘‘), dann sollte nicht die Hellzone 
und ihr fadiger Inhalt den Nucleus darstellen, sondern héchstens die 
ganze Bakterienzelle. Denn nur diese ist deutlich peripher begrenzt und 
enthalt mit Sicherheit RNS. Zellen aus jugendlichen aeroben Kulturen 
dagegen enthalten keine Hellzonen. Ob die Hellzone, wenn sie sich in Zellen 
aus alteren Kulturen ausgebildet hat, RNS enthalt, weiB bisher niemand. 

Fiir jene, die vorziehen, ein ganzes Bakterium mit einem Zellkern zu 
vergleichen, sind Befunde von ScHLOTE (1959) von Interesse. Er stellte fest, 
daB sich bei Zellen aus noch wachsenden, aeroben Flissigkeitskulturen 
von #. coli der Faden im Inneren des Bakteriums zu einer so groBen 
Einfachschraube aufwinden kann, daB der AuBendurchmesser dieser 
Schraube nahezu einem halben Bakteriendurchmesser gleichkommt. Die 
Hellzone begleitet den Faden als diinner Saum. Scunore glaubt, dies 
als eine der méglichen Anordnungen ansehen zu diirfen, die ein Faden in 
der Bakterienzelle im Verlauf ihres Vermehrungscyclus einnehmen kann. 
Er belegt die Annahme durch eine Bilderserie, in der auch andere be- 
sonders augenfallige Fadengruppierungen dargestellt werden. 

Nach alledem sind Anordnung und Verhalten der Faden und Hell- 
zonen, die im Inneren von £. coli gefunden werden, in nichts mit echten 
Zellkernen von héheren Organismen zu vergleichen. Die GréBe der Hell- 
zone ist vielmehr, offenbar gerade weil sie gegen das Cytoplasma von 

1Von mir gesperrt. 
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keiner Diffusionsbarriere (Membran) begrenzt wird, sehr variabel. Sie 
ist streng an den physiologischen Zustand der Zelle gebunden und allem 
Anschein nach von der Lage des Gleichgewichtes zwischen aufbauendem 
und abbauendem Stoffwechsel abhangig. 

Ks sei schlieBlich erwahnt, daB die Zellen dieses Stammes von E. coli 
von einer Doppelmembran umgeben sind. Die beiden elektronendichten 
Schichten sind je etwa 35 A stark, der Zwischenraum mift um 30 A 
(vgl. Abb.1c, 4 oben, 7a). 

Basalkérner und GeiBelreste wurden in diesen Ultradiinnschnitten 
nicht gefunden. 

Zusammenfassung 


Diinnschnitt-Elektronenbilder von £. coli zeigen, daB sich in Schiittel- 
kulturen die Hellzone im Inneren der Zelle proportional zum Alter der 
Kultur ausdehnt. Sie nimmt schlieBlich in fortgeschrittener Ruhephase 
fast das gesamte Zellumen ein; das Cytoplasma ist dann auf einen schma- 
len Saum an der Zellperipherie reduziert. 

Zellen aus frihen Kulturstadien enthalten ausschlieBlich glatte Faden. 
Nach dem Erreichen der maximalen Zellzahl kénnen in den dann groBen 
Hellzonen neben Faden auch amorphe Klumpen von sehr dichter Sub- 
stanz liegen. waeey 

Nach aerober Kultivierung ist die Hellzone in friihen Entwicklungs- 
stadien vollig verschwunden. Die Faden grenzen unmittelbar an das 
Cytoplasma. Anaerob gewachsene Zellen enthalten in allen Wachstums- 
stadien groBe Hellzonen und ein Cytoplasma geringer Dichte. Die hellen 
Zonen im Inneren der Bakterien, zu Unrecht Kernvacuolen genannt oder 
mit den Lumina echter Zellkerne von héheren Organismen verglichen, 
sind demnach ein Produkt des Zellstoffwechsels. 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft und 
die Géttinger Akademie der Wissenschaften. 
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The Mutual Influence of Methanol and Trace Elements on 
the Mycological Production of Citrie Acid 


By 
Ezz Ev-DIN M. TAHA and TAHANY A. EL-ZAINY 


(Eingegangen am 15. Januar 1959) 


In a previous communication (Tana et al. 1958) we have found that 
the enrichment of the synthetic medium for the citric acid fermentation 
processes with certain trace elements influenced greatly the acid produc- 
tion. Enrichment with zinc was found to be essential for establishing 
good acid production. Addition of manganese even in very low concen- 
tration, on the other hand, was found to be inhibitory. 

In a further work [Tawa et al. (1958) and Ex Zarny (1958)] it was also 
found that the addition of methanol in low concentration (2.5°/)) to the 
cane molass stimulated citric acid fermentation. Moyer (1953) had 
reported that the stimulatory effect of alcohol to the synthetic medium 
in citric acid fermentation processes may be partially attributed to the 
increased tolerance levels of certain trace elements far above those requir- 
ed for fungal growth. CracLEr et al. (1957) also correlated the action of 
alcohol with the presence of certain trace elements. 

The high stimulatory effect of the addition of alcohol to the molasses 
on citric acid production in our previous experiments combined with 
these two previously mentioned conclusions, made it rather of interest 
to investigate the action of alcohol on the stimulatory or inhibitory 
effect produced by certain trace elements. This study may provide certain 
experimental evidence explaining the true stimulatory action of alcohol 
on citric acid production when molass is used. 


Methods 


Jena glass 300 ccs. Erlenmeyer flasks were completely cleaned as previously 
indicated (Tana et al 1958). Synthetic fermentation medium of the following 
constitution was prepared. Sucrose 150 gm.; NH,NO,; 2gm.; KH,PO, 1 gm.; 
MgSO,:7H,0 0.25 gm./L. Analytical reagent grade chemicals were used in the 
preparation of the medium. 

The prepared medium was dispersed in 50 ccs portions into the experimental 
flasks, the flasks were divided into the following ten lots: 1. Three flasks to which 
were added 0.1 mgm. zinc1/L. (in the form of zinc sulphate.) 2. Three flasks to which 
were added 8 mgms. iron/L. (in the form of ferric chloride). 3. Three flasks to 


1 Experimental concentrations previously recorded for maximum influence of 
each trace element (Tama et al. 1958) 
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which were added 5 mgms. copper?/L. (in the form of copper sulphate). 4. Three 
flasks to which were added 0.006 mgm. manganese1/L. (in the form of manganese 
chloride). 5. The lots 5, 6, 7 and 8 were prepared exactly as those of 1, 2, 3 and 4 
respectively but with the addition of 2°/, methanol to each flask. 9. Three flasks 
without any trace elements addition to serve as control. 10. Three flasks also without 
any trace elements additions but containing 2°/) methanol. 

The methanol addition was carried out just before inoculation. The dilution of 
the trace elements used was so adjusted that the total volume and dilution of the 
medium in all the experimental flasks were the same. Bidistilled water was also 
used in certain cases for the correction of the volume and dilution. 

The experimental flasks were inoculated with equal volumes of spore suspension 
taken from 10 days old cultures of the experimental strain; after 10 days incubation 
at 30°C the necessary quantitative determinations were carried out. 

Results and Comment 

From the data given in Table (1) which represent the acid production 
as well as the fungal growth of the organism (Aspergillus niger) at certain 
level of trace elements in the presence or absence of alcohol the following 
conclusions could be drawn. 

1. The addition of 2°/, alcohol to the fermentation medium seems to 
have an inhibitory action on both the growth of organism as well as on 
the acid production when no trace elements were added. The mycelial dry 
weight of the organism in the flasks to which alcohol (and no trace ele- 
ments) was added amounted to less than half of that in the control flasks 
without alcohol or trace elements. The addition of methanol also reduced 
the yield of citric acid by about 25°/). 

2. The results already obtained in the previous part of this work (Tana 
et al. 1958) concerned with the stimulatory effect of addition of zinc in a 
concentration of 0.1 mgm. per L. on both the acid production as well 
as mycelial growth was again confirmed here. The addition of alcohol 
in the presence of this concentration of zinc completely masked the 
stimulatory action of zinc. The growth of the organism as well as the acid 
yield in the fermentation medium to which zine and alcohol were added 
were less than the corresponding control to which alcohol only was added. 

3. The addition of iron in a concentration of 8 mgms./L. reduced the 
yield of citric acid by about 36°/,. Addition of 2°/, alcohol to this medium 
containing iron did not only eliminate completely the inhibitory action 
of the added iron but also increased the acid production beyond the 
corresponding control containing alcohol only by about 279/,. The growth 
of the organism was favoured by the addition of the experimental concen- 
tration of iron. The increase in the mycelial growth in the iron containing 
medium amounted to about 39°/, of the control. The presence of iron in 
the medium containing alcohol also increased the mycelial growth as 
compared with the corresponding control containing alcohol only. 

The previously mentioned conclusion indicates that the addition of 
alcohol to the iron containing medium eliminated the remarkable 
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inhibitory action of iron addition. At the same time iron also eliminated 
the toxic action of alcohol, and the acid yield in the alcohol iron medium 
approached that of the original control to which neither alcohol nor iron 
was added. 

4. The addition of copper to the synthetic medium (in a concentration 
of 5 mgms./L.) showed an inhibitory action on both growth and acid 
production. Such inhibitory action caused the reduction of the acid yield 
and mycelial dry weight by about 30 and 45°/, respectively. The addition 
of alcohol to the fermentation medium did not eliminate at all such 
inhibitory action. The acid yield as well as the mycelial dry weight in 
the fermentation medium to which copper and alcohol were added were 
much less than the corresponding values in the medium to which either 
copper or alcohol was added singly. 

5. The addition of the low experimental concentration of manganese 
strongly inhibited the acid production but the fungal growth was not, 
however, much influenced. The value of the acid yield obtained when 2°/, 
methanol was added to the medium containing 0.006 mg./L. manganese 
strongly evidenced that such alcohol addition completely eliminated the 
inhibitory action of manganese. The combined addition of manganese 
and alcohol also favoured the fungal growth and masked the toxic action 
of alcohol on the fungal growth which was reduced to less than the half 
on addition of alcohol singly. 

6. The experimental evidences given indicate clearly that the addition 
of methanol to the fermentation medium interfered with the action of 
some of the trace elements — present in such medium — on the acid 
production. It has been already demonstrated that methanol addition 
masked the stimulatory action of zinc addition and eliminated also the 
inhibitory effect of iron and manganese additions. 

It is noteworthy also to mention that some of the trace elements 
(e.g. iron and manganese) masked the toxic action of alcohol on both 
acid production and growth. 

Summary 


The action of methanol on the stimulatory or inhibitory effect produced 
by certain trace elements on citric acid production by Aspergillus niger 
was investigated. Methanol addition masked the stimulatory action of 
zine addition and also eliminated the inhibitory effect of iron and 
manganese. It was also remarkable that some of the trace elements 
masked the toxic action of methanol on both acid production and growth. 
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Uber das Verhalten einiger Mosaikviren im geimpften Blatt 
im Anschlu8 an die Impfung 
III. Mitteilung 


Von 
ERICH KOHLER 


Mit 15 Textabbildungen 


(Eingegangen am 25. Januar 1959) 


Die vorliegende Mitteilung berichtet tiber weitere Untersuchungen zur 
Frage der Eklipse (lag period) und Virusvermehrung im direkt infizierten 
Blatt. Die Untersuchungen konnten auf eine exaktere Grundlage gestellt 
werden, da nunmehr geeignete Klimaraume zur Verfiigung standen. 
Insbesondere konnten auch die unter Temperaturkonstanz gewonnenen 
Ergebnisse von YaARwoopD (1952) in einen neuen Zusammenhang gestellt 
werden. Unsere stets kurzfristigen Versuche in den Klimaraumen sind 
im folgenden Abschnitt I beschrieben. Ein weiterer Abschnitt II befaBt 
sich vorwiegend mit alteren, meist Gewachshausversuchen, zu deren 
Interpretation jetzt auch die Erfahrungen von Abschnitt I zu ver- 
werten waren. 


I. Kurzfristige Versuche in Klimariumen 
1. Material und Methode 

Die Versuche in den Klimaraumen wurden bei Dauerlicht durch- 
gefiihrt (Leuchtréhren; Lichtintensitat in Hdhe des oberen Topfrandes 
900—1000 Lux). Die im Gewachshaus angezogenen Topfpflanzen des 
Samsuntabaks wurden sofort nach der wie tblich vorgenommenen 
Impfung in die Klimaraéume gestellt. Die Testung im Einzelherdverfahren 
geschah durchweg im ,,Schalentest‘‘ teils mit, teils ohne Verwendung 
von Carborundpuder. Zur Verhiitung gréBerer Schwankungen bei der 
quantitativen Testung wurde méglichst einheitliches Blattmaterial ver- 
wendet. 

Fiir das X-Virus erwies sich wie friiher Gomphrena globosa als brauch- 
bar. Man verwendet Blatter, deren Lange etwa dem Durchmesser der 
Petrischalen entspricht, in die sie gelegt werden. Man entnimmt sie 
Pflanzen, die man nach dem Pikieren in den Kasten belaBt; Umpflanzen 
in Tépfe ist nicht ratsam. AuBer Blattern von jungen Pflanzen lassen sich 
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auch solche von alteren Pflanzen verwenden, wenn sie sich in einem 
bestimmten Entwicklungsstadium befinden. Es handelt sich um noch 
junge Blatter von Oberteilen wachsender Sprosse. Sie sollen noch hell- 
griin sein und diirfen noch nicht die dunkelgriine Tonung der reiferen 
Blatter angenommen haben, andererseits soll aber ihre Blattflache keine 
stirkeren Wellungen mehr aufweisen. 

Fiir das Y-Virus verwendet man vorteilhaft die Endfiedern von alteren 
Blattern des Kartoffelbastardes ,,A6“. Fir das Tabakmosaikvirus 
(Stamm S) erwiesen sich wieder die Endfiedern von Solanum demissum- 
Blattern (Stamm S) als besonders geeignet (dabei soll aber die Tempera- 
tur 21° C nicht iibersteigen). Von der Verwendung der als Testpflanze 
fiir das Tabakmosaikvirus (TMV) viel gebrauchten Nicotiana glutinosa 
wurde Abstand genommen. Ihrer Verwendung steht die sehr ungleiche 
Reaktion der Blatter entgegen, die sich nur durch umstandliche Ver- 
fahren — die in der Literatur tibrigens in hohem Ansehen stehen — 
kompensieren 1aBt. 

Wenn ein Mangel an Testblattern einheitlicher Kondition besteht, 
so kann man im Notfall zusatzlich auch Blatter anderer Kondition 
verwenden. Jedoch mu8 dann in allen Blattproben der gleiche Anteil 
von Blattern der unterschiedlichen Kondition vorhanden sein. Die Frage, 
ob mit oder ohne Carborundanwendung getestet werden soll, 1aBt sich 
nicht summarisch beantworten. In den Wintermonaten empfiehlt es sich, 
bei der Verwendung dieses Abrasivs vorsichtig zu sein, da es dann meist 
viel starker wirkt als im Sommer. Auf alle Falle mu8 eine zu groBe Zahl 
von Infektionen vermieden werden, da sonst aus den bekannten Griinden 
die Auswertung gefahrdet ist. Die Testimpfungen einer Serie mussen 
grundsatzlich von derselben — und zwar geiibten — Person vorge- 
nommen werden. Der Gang der Auswertung ist am Beispiel des fol- 
genden Versuchs a) genauer geschildert. 


2. Versuche am X-Virus (Stamm M23) 


a) Versuch vom 26. August 1958 


Versuchspflanzen: Samsuntabak, Topfpflanzen im 4—5 Blatt-Stadium. Impf- 
material: Frischer BlattpreBsaft systemisch erkrankter Tabakpflanzen ( Samsun), 
unverdiinnt und durch Glaswolle grob filtriert. Verimpfung mit dem Glasspatel 
auf vergleichbare Einzelblatter der Tabakpflanzen nach Bestreuen mit Carborund- 
puder. Sogleich nach dem Impfen Abspiilen der eingeriebenen Blatter unter der 
Wasserleitung. 

Testung: Zu den einzelnen Terminen wurde der aus 5 geimpften Blattern im 
Porzellanmorser ausgepreBte, zusammengenommene Saft auf 12 Blatter von Gom- 
phrena globosa verimpft. Termine, wie in Tab. 1 angegeben. 


Befund: Nachdem alle Infektionsherde erschienen waren (was bei den 
verschiedenen Impfterminen natiirlich nicht gleichzeitig der Fall sein 
konnte), wurden diese gezihlt. Ergebnis der Zahlung in Tab. 1. 
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Die gefundenen Mittelwerte wurden nun zunachst in das doppelt-log. 
Netz eingetragen (Abb.1). Die Werte des mittleren Bereichs (16. bis 
20. Std) liegen auf einer Geraden. Die Fortsetzung dieser Geraden geht 
an dem niedrigsten Wert (14 Std) vorbei. Dieser Wert fallt als etwas 
zu hoch aus der Reihe, vermutlich weil sich in ihm noch Reste von 
nicht inaktiviertem Impfvirus geltend machen [vgl. KOHLER 1957 (2) 

u. 1958]. Andererseits 


Tabelle 1. Anzahl Hinzelherde (single lesions) weicht der oberste Wert 
auf den Testblattern von Gomphrena globosa (22 Std) nach der anderen 


a a a ee a ee ge Seite ab; die Natur dieser 
Stunden p.I. 14 16 18 20 22 


Abweichung wird unten 
5 11 29 72 74 diskutiert. 
4 10 20 58 is Wenn man die Werte 
4 9 20 Oy wll ee n : andi 
3 9 19 46 71 der bb.1, e enso wie e 
3 8 18 40 67 gerade Linie auf das ein- 
2 a 16 39 56 fache lineare Netz trans- 
2 4 15 33 52 poniert (Abb.2), so erhalt 
‘ 4 if Bt Bh tatt der Geraden 
1 Cop ged File NALERES pre Paw energie : 
1 3 9 29 38 eine Exponentialkurve, um 
1 2 7 28 31 welche sich die LEinzel- 
1 0 5 5 | 22 werte gruppieren. Der 
Summen 30 70 184 463 659 Beginn der Kurve ist an 
Mittel 2,5 5,8 |. 1533.) 38,6 55,0 der Stelle 


anzunehmen, 

wo sie in die Abszisse 
tibergeht. Dieser Stelle entspricht in unserem Beispiel etwa der 
Zeitpunkt 91/, Std p.I. Zu diesem durch Extrapolation ermittelten 
Zeitpunkt ist der friithestmégliche Beginn des exponentiellen Virus- 
wachstums anzunehmen. Dieser Zeitpunkt braucht mit dem Ende der 
eigentlichen Eklipse nicht zusammenzufallen, da eine vorherige, nur 
geringe, mit der Hinzelherdmethode aber nicht feststellbare Vermehrung 
von aktivem Virus als méglich einzuriumen ist. Wir bezeichnen die von 
der Impfung bis zu diesem Zeitpunkt verstrichene Zeit als eklipsoide 
Phase (EP). In fritheren Mitteilungen hatten wir sie einfach als Eklipse 
bezeichnet, was aber die Méglichkeit auBer acht lieB, daB infektidses 
Virus neuer Synthese schon zu einem friiheren Zeitpunkt auftreten 
konnte. 

Als ein Maf fiir die Vermehrungsgeschwindigkeit des Virus li8t sich 
nach dem Vorschlag von Yarwoop [1952(I)] die sogenannte Genera- 
tionszeit (generation time) verwenden. Obwohl dieser Terminus fiir Mikro- 
organismen, nicht aber fiir Viren geschaffen wurde, so ist er fiir unseren 
Fall doch anwendbar, wenn man nichts anderes darunter versteht als 
die Zeitspanne, in der sich die Infektiositat des Blattsaftes 
verdoppelt. 
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Die Generationszeit (GZ) ermitteln wir mit Hilfe der folgenden bei YAaRwoop 
zu findenden Formeln (aus BucHAaNAN u. FULMER 1928): 


Zeitintervall x Logarithmus von 2 


CU a es ee 
Logarithmus des Zuwachsquotienten 
700 Beispiel (vgl. Abb.1): Nach 15 Std sind 
3 Einzelherde anzunehmen, nach 20 Std 39. Die 
Zeitdifferenz betrigt also 5 Std, und das Zuwachs- 
3 
° verhaltnis ist fiir diese Zeitspanne = = 13, somit 
5 x 0,301 1,505 
| th — Se cs eee = 
S log 13 1,114 ges 
> 
S 
NS 65 
oe 
= 60 
4 R 
E < 
$70 S50 
8 SS 
AN .& 
S @ 
iS N 40 
: : 
S 
GIO 
ee 
8 
S 
4 S20 
70 
bo} 
lg Ve 20... 30 "Ge. * 168 1 Wh I. 20 ee 
Stunden nach der /mpring Stunden nach der /mpfung 


Abb. 1. X-Virus (Stamm 23). Anstieg der In- Abb. 2. Wie Abb. 1, jedoch im linearen Net 
fektiositat der PreBsiifteim doppelt-log. Netz BO ods SS aA eas amacrine obi 


b) Versuch vom 10.September 1958 


60 Tabakpflanzen wurden nach der Impfung auf 2 Klimakammern 
von 16° und 24°C verteilt. Eine Serie wurde unmittelbar nach dem 
Impfen getestet (,,Nullzeit*'), die iibrigen Serien nach 12, 17,20 und 
34 Std. Die Nullzeitserie wurde auf 2x12 Testblitter verimpft, die 
iibrigen Serien auf je 12. Das Ergebnis ist aus Tab.2 ersichtlich. 

Bei Eintragung der Mittelwerte in das doppelt-log. Netz erhalten 
wir 2Gerade (Abb. 3). Durch Ablesung von Abb. 4 erhalten wir 
fiir die EP bei beiden Temperaturen den Schatzwert 9—10 Std. 
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Die Generationszeiten berechnen sich fiir 16° C auf 2,9 Std, fiir 24° C 
auf 1,36 Std (im vorhergehenden Versuch 1,35 Std). 


Tabelle 2 

Nullzeit 12 Std 17 Std 20 Std 34 Std 
a b 16° 24° 16° 24° 16° 24° 16° 
63 66 6 2 14 32 25 129 184 
57 57 5 2 13 28 23 120 167 
54 52 3 i 9 23 22 116 165 
48 50 2 1 8 241 20 101 164 
43 49 2 1 7 24 15 80 138 
43 48 2 1 6 20 12 71 137 
39 38 J 0 5 16 12 70 92 
36 36 1 0 id 15 12 61 88 
33 26. 1 0 4 8 10 BT 84 
31 24 0 0 2 14 9 56 68 
30 23 0 0 1 11 3 55 39 
16 18 0 0 t 10 2 36 29 
493 487 23 8 64 226 155 952 | 1355 
oe 1,9 0,7 5,3 | 188 | 12,9] 79,3 | 113 
0/, = 100 4,7 1.7 | 13 46 32 193 277 

Tabelle 3 


24 Std 


UG): 24° 16° 24° 

57 4 4 16 60 121 216 
41 2 + 15 49 119 208 
40 2 3 15 45 94 204 
38 1 3 10 39 78 195 
28 1 2 8 39 78 161 
22 1 1 7 39 58 131 
18 1 1 4 37 49 124 
14 1 1 6 34 41 120 

) 0 0 5 27 15 114 

7 0 0 5 23 10 105 

i 0 0 3 7 i 101 
295 13 20 103 428 685 1797 
Me "2456 eit hay 8,6 35,7 57 149 
a= 100 4,4 6,8 35 145 232 606 


c) Der Einflu8 der Temperatur auf den Viruszuwachs kam auch in 
einem Vorversuch (mit anderen Terminen) zum Ausdruck, tiber dessen 
Ergebnis Tab.3 unterrichtet. 

Nach 16 Std ist bei 24°C nur ein geringer Vorsprung vorhanden, 
nach 24 Std hat sich dieser Vorsprung betrachtlich erhéht. Zwischen 
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der 24. und 48. Std wird die Zuwachsgeschwindigkeit abgebremst, und 
zwar bei 24° C mehr als bei 16° C. Als Generationszeiten in den ersten 
24 Std wurden bei 16°C 2,7 Std (im Hauptversuch 2,9 Std) und bei 
24° C 1,6 Std (in den anderen Versuchen 
rund 1,4 Std), errechnet. Wenn auch diese 
Werte nicht dieselbe Genauigkeit wie 
die des Hauptversuchs beanspruchen k6n- 
nen, so bestitigen sie doch eindeutig den 
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Abb. 3. X-Virus (M23). Anstieg der 


bb. 4. Wie Abb. 3, jedoch im linearen Ne 
Infektiositit bei 24° 0 und 16° C * ted eenoebina ineanes Neh 


Unterschied in der Vermehrungsgeschwindigkeit. Zur Ermittlung der 
EP reichen die Daten nicht aus. 

d) In einem weiteren Versuch mit M23 (22. Sept. 1958) kamen die 
Tabakpflanzen in eine Kliimakammer von 28° C. Die gewonnenen Werte 
variierten bei diesem Versuch starker als bei den zuvor beschriebenen, 
so daB die Sicherheit der Aussagen zu wiinschen tbrig laBt (Abb. 5); 
eine ziemlich kurze EP-Dauer von 5—6 Std ist aber am wahrschein- 
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lichsten. Die Generationszeit ist mit etwa 3 Std anzunehmen. 
Augenscheinlich liegt das Vermehrungsoptimum fiir das X-Virus in 
der Nahe von 24° C. 


Je Blatt (Mitel) 
aS 
S 


S 


Anzahl Einzelherde 
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WE i a 
Stunden nach der /mpfung 


Abb. 5. X-Virus (M23). Anstieg der Infektiositat bei 28° C; linear 
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Abb. 6. Y-Virus (Stamm DJ) Infektiositiatskurven fiir 24° C und 16° ©; linear 


3. Versucheam Y-Virus 
Das Verhalten des Y-Virus (Stamm DJ) im Samsuntabak wurde in 
verschiedenen Versuchen bei 16°C (am 25. Sept.) und bei 24°C (am 
24. Sept.) gepriift. Testpflanze war der Kartoffelstamm ,,A 6‘. Die Dar- 
stellung der Ergebnisse im linearen Netz (Abb.6) mag genitigen. Auf- 


700 


Anzahl Einzelherde ye Blatthieder (Mitte/) 


° 
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fallig ist vor allem der grofBe Unterschied beziiglich der EP-Dauer, die 
bei 24°C etwa 9, bei 16°C dagegen etwa 33 Std betragt. Ferner ist 
bemerkenswert, da die Generationszeiten trotzdem nahezu iiberein- 
stimmen. Der gefundene Wert liegt bei 16° C mit 1,9 Std sogar noch etwas 
unter dem von 24° C, wo er 2,1 Std betragt. 


4, Versuche 
am Tabakmosaik- Virus 


Die Versuchspflanzen standen in 
den Klimakammern bei 24°C. Die 
Deutung der Versuche wird auf Samsun 
durch die Gegenwart von Impfvirus 
kaum gestort, da dieses bei 24° C offen- 
bar rasch inaktiviert wurde. 


W735 70 20. 30 W500 86'7 2. 3 ¥ 567891 20 30 40 5000 
Abb. 7. Tabakmosaikvirus. Anstieg Stunden nach der /mptung 
der Infektiositaét beim Samsuntabak Abb. 8. TMV. Verlauf der Infektiositit auf Nicotiana 
(24° C); doppelt-log. Netz glutinosa (24° C) im doppelt-log. Netz 


Samsuntabak. Die Zahlergebnisse, Mittelwerte von 12 Solanum 
demissum-Fiedern, lauten: 


30 


46 
25,0 | 53,3 


70,6 


22 
22,1 


0 
3,0 


6 
0,17 


Stunden p. I. 
Mittelwerte 


Uber die Verteilung im doppelt-log. Netz unterrichtet Abb.7. In das 
lineare Netz (Abb.9) sind die Werte bis zur 30. Std als Kreise eingetragen. 


fe Je Sareey: hg 


Anzahl FEingelherde 
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Nicotiana glutinosa. Nachstehend die Mittelwerte von 12 Solanum 
demissum-Fiedern. 


56 
58,2 


Stunden p.I. 
Mittelwerte 


3,3 4,0 24,0 65,6 27,5 

Im doppelt-log. Netz (Abb.8) erkennt man deutlich den bis zur 8. Std 
erfolgten Abstieg der Werte im Anfangsverlauf von 7,5 auf 3,3. Von der 
12.Std ab macht sich der Anstieg 
bemerkbar. Bis zur 8. Std haben 
wir die Inaktivierungskurve des 


Impfvirus vor uns. Ihre Fortsetzung 


re alee 
ET OTA aE 


ist etwa so vorzustellen, wie es die 
gestrichelte Linie anzeigt. Nach etwa 
20 Std hat die Inaktivierung ihr 
Ende erreicht. Die Inaktivierungs- 
kurve interferiert mit der Virus- 
zuwachskurve. Der Wert fiir die 
12.Std setzt sich aus dem bis dahin 
noch nicht inaktivierten Impfvirus 
und dem neu synthetisierten Virus 
zusammen; er ist also zu_ hoch. 
Subtrahiert man den mutmafSlichen 
Wert des Impfvirus (= 2,3 Punkte), 
so erhalt man den korrigierten Zu- 
wachswert (+ auf Abb.8 u. 9). 
Auf Abb.9 sind die Zuwachswerte 
fir N.glutinosa als Kreuze, fiir den 
: Yds ' Samsuntabak als Kreise eingetragen. 
Anh 8. MY. Tfetiodtitnctieg xf Man erkennt, daB der Zuwachs- 
verlauf bis zur 32. Std auf beiden 
Wirten recht gut tibereinstimmt. Die 
EP ist in beiden Fallen bei etwa 4—5 Std anzunehmen, ist also sehr 
kurz. Auch fiir die Generationszeiten ist auf beiden Wirten etwa der- 
selbe Wert (= 5,6 Std) anzunehmen. Vergleicht man den spateren 
Verlauf auf beiden Wirten, so findet man bei JN. glutinosa bereits nach 
der 52.Std einen scharfen Abstieg, auf den dann wieder ein Anstieg 
folgt; dieser erreicht aber den Héchstwert nicht wieder. Das Virus ver- 
halt sich unter den gewahlten Versuchsbedingungen offenbar ahnlich 
wie auf der resistenten Phaseolus-Sorte (vgl. KOHLER 1958). Auch auf 
dem Samsuntabak macht sich im spateren Verlauf eine Hemmung des 
Zuwachses bemerkbar, die aber vermutlich anders zu deuten ist (siehe 
S. 146). 


Stunden nach der Imptung 
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5. Hrorterung zu Abschnitt I 


Der unterschiedliche Einflu8B der Temperatur auf das Verhalten von 
X und Y mége noch mit Hilfe der nachstehenden Ubersicht verdeutlicht 
werden. 


ae Temperatur EP Generations- 

Virus zeiten 
°c (Std) (Std) 

x 16 9—10 2,9; 2,7 

x 24 9—10 1,35; 1,36; 1,4 

xX 28 6 3,0 

ie 16 33 1,9 

xX 24 9—10 21 


Beim X ist die EP in dem gepriiften Temperaturintervall offenbar 
durch die Temperatur beeinfluBt, und zwar augenscheinlich in dem Sinne, 
da8 sie mit steigender Temperatur verkiirzt wird. Andererseits vermehrt 
sich das X-Virus bei 24° C etwa doppelt so schnell als bei 16° C. Auch 
das Y hat bei 24° C eine EP von 9—10 Std Dauer und gleicht darin 
dem X; bei 16° C ist jedoch das Ende der EP weit (etwa 33 Std) hinaus- 
geschoben. Trotz dieser hohen Differenz zeigt das Y-Virus nach Ab- 
schluB8 der EP unter beiden Temperaturen eine fast tibereinstimmende 
Vermehrungsgeschwindigkeit. Auch liegt das Vermehrungsoptimum beim 
Y augenscheinlich niedriger als beim X. 

Es zeigt sich bei beiden Viren, besonders eindringlich aber beim XG 
die frither aus langfristigen Versuchen bereits erschlossene Unabhiangig- 
keit der Zuwachsgeschwindigkeit von der Dauer der EP. 

Das in bezug auf die Zuwachsgeschwindigkeit gegensatzliche Verhalten von x 
und Y, auf das oben hingewiesen wurde, ist iiberraschend. Vielleicht 14Bt sich zu 
seiner Deutung folgende Hypothese heranziehen: Wie man weil, ist das Y sowohl 
in vitro wie auch in vivo viel warmeempfindlicher als das X. Man kénnte daher 
annehmen, daB sich die hdhere Temperatur beim Y dahin auswirkt, daB allmahlich 
ein immer gréBerer Teil des neu gebildeten Virus inaktiviert wird als bei niedrigerer 
Temperatur. Wenn das Y diese Warmeempfindlichkeit nicht aufweisen wiirde, so 
ware auch bei ihm wie beim X der Zuwachs bei 24° C vielleicht gréBer als bei 16° C. 
Das weit stabilere X dagegen wird durch 24° C nur wenig beeinfluBt. 

Fiir das TMV ist die in diesen Versuchen sehr kurze EP — und zwar 
auf beiden Wirten — bemerkenswert. In fritheren Gewachshausversuchen 
konnte die Dauer der EP von uns zwar nur ungenau bestimmt werden, 
jedoch war sie bei einem Teil dieser Versuche ohne Zweifel weit langer 
gewesen als 4 Std. So wurden fiir die unten besprochenen Gewachshaus- 
versuche auf dem Samsuntabak EP-Werte von 5, 8, 14 und 48 Std und auf 
Nicotiana glutinosa (siche KOHLER 1958) zwischen 30 und 50 Std er- 
rechnet. Ganz offensichtlich ist hier die Temperatur von entscheidender 


Bedeutung. Dies wurde auch schon durch die nachgenannten Ergebnisse 
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von Yarwoop [1952(1)] mit dem TMV deutlich, die an abgeschnittenen 
Blattern eines tiirkischen Tabaks in dunklen Thermostaten gewonnen 
waren: 


Temperatur |,,Latenzperiode‘‘ GZ 
si¢ (Std) (Std) 
22 _ 4,9 
25 12 17, 
31 5—7 il 


Diese Werte schlieBen sich gréBenordnungsmaBig den unsrigen be- 
friedigend an; Ubereinstimmung ist nicht zu erwarten, da beziiglich 
Wirtsrasse und Virusstamm keine Identitaét besteht und auch die 
Versuchsbedingungen verschieden waren. Fiir Minimum, Optimum und 
Maximum der TMV-Vermehrung wurden von YaRrwoop [1952 (2)] auf 
seinem Tabak 13°, 31° und 37°C angegeben. Auf Phaseolus vermehrte 
sich das Virus nach seinen Angaben langsamer als auf Tabak. 

Nach SIEGEL u. WILDMAN (1956), die die Wirkung der UV-Bestrahlung 
auf den Infektionsvorgang beim TMV untersuchten, hat die der Virus- 
vermehrung vorhergehende Phase auf N. glutinosa bei 20° C eine 
Dauer von etwa 5 Std; mit steigender Temperatur nimmt sie ab. Die 
GZ betragt nach ihren Angaben bei 20° C 2 Std. 


II. Revision zurtickliegender Versuche 
Im folgenden wird der Versuch gemacht, altere Ergebnisse meist 
langfristiger Gewachshausversuche unter Beriicksichtigung des vorher- 
gegangenen Teils I einer erneuten Betrachtung zu unterziehen. Zum 
iiberwiegenden Teil handelt es sich dabei um eigene oder fremde, bereits 
veroffentlichte Befunde. Es besteht jetzt die Méglichkeit, unsere friiheren 
Folgerungen zu erweitern und, soweit erforderlich, zu korrigieren. 


1. X-Virus 

a) An 30 alteren Tabakpflanzen (Samsun) von durchschnittlich 40 cm Hohe 
wurde je ein unteres Blatt (in durchschnittlich 5,7 cm Héhe) und ein jiingeres, 
ebenfalls ausgewachsenes Blatt (durchschnittlich 5 cm unterhalb der Vegetations- 
spitze) mit dem X-Virus-Stamm M23 unter Verwendung von Carborundpuder 
mit frischem unverdiinntem Saft (aus Samsuntabak) eingerieben. Die Temperatur 
im Gewachshaus war sehr unregelmaBig und schwankte etwa zwischen 16° und 24°C, 

Der Versuchsverlauf ist aus Abb.10 ersichtlich. Ein sicherer Unter- 
schied im Verhalten der alteren und jiingeren Blatter ist offenbar nicht 
vorhanden. Die Abweichungen von der eingezeichneten Exponential- 
kurve dirften in der Hauptsache durch die betrachtlichen Temperatur- 
schwankungen verursacht sein. Rechnet-man damit, daB die Kurve dem 
Durchschnittsverlauf einigermafen entspricht, so kommt man auf eine 
EP vonetwa 12 Std Dauer. Als Generationszeit wurden 5,4 Std errechnet. 


Das Verhalten einiger Mosaikviren im geimpften Blatt 139 


b) Uber eine langere Dauer 
erstreckte sich ein alterer Ge- 
wachshausversuch mit den 
drei symptomstarken X- 
Stémmen Us, Cs 37 und Bf, 
gleichfalls am Samsuntabak 
(Abb.11). Nimmt man die 
Reaktionsweise der Stamme 
Us und Cs37 als identisch an, 
was statistisch méglich ist, 
so berechnet sich die EP auf 
91/, Std, die GZ auf 20 Std. 
Bei beiden Virusstammen 
kommen die systemischen 
Symptome erst spat zum 
Vorschein, alsdann verlauft 
die Entwicklung des Krank- 
heitsbildes ,,normal“. 

Durch eine besonders lange 
EP und eine sehr niedrige 
Vermehrungsgeschwindigkeit 
zeichnete sich der ungewohn- 
lich symptomstarke und trage 
(,,slow moving‘) Stamm Bf 
aus. Folgende Werte wurden 
ermittelt. 


Tage p.I. 2 4 8 


Einzelherde 
je Blatt 0,3 7,8 | 53,4 


Wie aus der zugehorigen 
Abb. 11 ersichtlich ist, kann 
die EP auf etwa 20 Std ge- 
schatzt werden. Die GZ bemiBt 
sich auf etwa 30 Std. 

c) Der X-Stamm M23 zeigte 
auf dem Solanum demissum 
x S. tuberosum-Bastard ,,A6“ 
folgendes Verhalten: EP etwa 
4 Std, GZ etwa 3,4 Std. 

d) In Mitteilung IT (S. 398f.) 
war das Durchschnittsergebnis 
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Abb. 10. X-Virus. Verimpfung auf alte und junge 
Blatter des Samsuntabaks. Gewidchshausversuch. In- 
fektiosititsanstieg (alte Blatter: 0, junge Blatter: x) 
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Abb. 11. X-Stiimme Us, Cs 37 und Bf; Infektiosi- 
tiitsanstieg im linearen Netz. Vergleichsversuch 
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von drei Versuchen mit dem X-Virus (M23) auf Datura stramonium mit- 
geteilt worden. Die Revision ergab folgende Werte: EP 6 Std, GZ5 Std. 
e) Ein sehr abweichendes Verhalten zeigte der X-Stamm Cs 44 auf 
Atropa belladonna (Abb.12 u. 13, Kreise). Die folgenden Werte wurden 
ermittelt: EP 18 Std, GZ 130 Std. Dazu sei bemerkt, daB an der Wirts- 
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Abb. 12. X-Stamm Cs 44 auf Atropa belladonna (°), TMV 
auf White Burley-Tabak (nach Daten von SILBERSCHMIDT 


u. TORRES) doppelt-log. Netz 


pflanze bis zum Ende 
des Versuchs nicht die ge- 
ringsten Symptome zum 
Vorschein kamen. 


2. Tabakmosaikvirus 

a) Wegen einer gewis- 
sen Ahnlichkeit mit dem 
soeben erwahnten X-Ver- 
such auf Afropa_ bella- 
donna sei zunachst ein 
alterer Versuch heran- 
gezogen, den SILBER- 
SCHMIDT u. TORRES (1944) 
mit dem TMV am White 
Burley-Tabak — ausfiihr- 
ten!. Die diesbeziiglichen 
Befunde haben die ge- 
nannten Autoren in Tab. 3 
(S. 132) ihrer Arbeit mit- 
geteilt. Wenn man von 
der unseres Erachtens 


statistisch durchaus méglichen Annahme ausgeht, daB es auf die Virus- 
vermehrung in den geimpften Blattern ohne EinfluB war, ob diese 
Blatter mit ihrem Stiel in Nahrlésung oder in Wasser standen, so 
errechnen sich die Mittelwerte aus den gefundenen Lisionszahlen der 
beiden Rubriken ,,[mpfsaftverdtinnung 1/10‘‘ wie folgt. 


Tage p. I. 
Mittelwerte 


getragen, 


3 5 
16,7 | 12,8} 13,4 


i ‘!) 
47,2 


39,8 


gy 


84,7 


16 18 20 23 
134,4| 151,0| 122,8| 166.4 


In Abb.12 sind diese Werte in das doppelt-log. Netz (Kreuze) ein- 


daneben diejenigen unseres genannten Aéropa-Versuchs 


(Kreise). Wenn man die ersten, stark abweichenden Werte (eingeklam- 
mert) bei beiden Versuchen unberiicksichtigt 148t, so kann man den 
Versuchsverlauf in beiden Fallen durch gerade Linien kennzeichnen. 
Bei Ubertragung in das lineare Netz erhalt man Abb.13. Die Kurven 


verzeihen. Verf. 


' Die hochgeschatzten Autoren mégen mir diesen Mi8brauch ihrer Daten giitigst 
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gehen etwa vom gleichen Punkt (+ 18 Std p.I.) aus. Bei diesem Punkt 
etwa ware demnach das Ende der EP anzunehmen. Als Generationszeit 
fiir das TMV wurde der hohe Wert von 100 Std ermittelt. 

Die gefundenen GZ-Werte dieses und des vorhergehenden Versuchs 
gelten fiir die Zeiten nach dem 5. Tag (beim TMV) und nach dem 7.Tag 
(beim X). Legt man nur die eingeklammerten Werte fiir die Bestimmung 
des Anfangsverlaufs zu- gp 
grunde,soerhaltmanetwa 779 
die folgenden GZ-Werte: 
firdasTMV14Stdundfir 0 
das X32Std.Einezwischen 7” 
den beiden Versuchen be- 
stehende Differenz ist also 
schon im Anfang vorhan- 
den. Beide Werte sind im 
Vergleich zu den oben 
errechneten (100 bzw. 
130) auffallig niedrig. Ver- “7% 
mutlich ist dies aber, 60 
insbesondere beim TMV, 50 
nicht-inaktiviertem Impf- 
virus zuzuschreiben und ” 
es ware wahrscheinlich 
irrig, daraus eine hdhere A 
Vermehrungsgeschwindig- [97234 6 8 10 12 4 16 8 20 ce 24 26 28 
keit im Anfangsverlauf age vacct. ger dptling 
PaeeBen: Abb. 13. Wie bei Abb. 12, jedoch im linearen Netz 

b) Im folgenden wird eine neue Auswertung unseres Versuchs vom 
28. Okt. 1952 [KoutER 1957(2), mit der dortigen Tab.1] mitgeteilt. 
Es handelt sich um einen Parallelversuch, bei dem das TMV teils mit, 
teils ohne Carborundpuder auf Blatter des Samsuntabaks verimpft 
wurde. Setzt man die am 7.Tage gewonnenen Werte (Pflanze Nr. 2) 
= 1000, so ergeben sich folgende Promille-Gesamtwerte : 


~ 
s 


S 


aS 


frelative Lntektiositat 


Tage p.L. Pin tik, Aix desc ules? 


1 
a) mit Carborund | 1000 | 291 | 23 | 24 | 0 
b) ohne Carborund | 1000 | 156 | 11,7; 0 | 0 


Die zwischen den beiden Reihen bestehende Differenz ist statistisch 
nicht gesichert. Im doppelt-log. Netz (Abb. 14) gruppieren sich die Werte 
des 3. und 4. Tages um eine Gerade. Diese Gerade dirfte der durch- 
schnittlichen Vermehrungsnorm entsprechen. Bei Ubertragung in das 
lineare Netz liegt das Ende der EP bei etwa 48 Std. Die GZ betragt 
etwa 6 Std. 
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c) Fir den von Kéuter 1957 (2) (S. 323) mitgeteilten Vergleichs- 
versuch eines gewohnlichen TMV-Stammes mit dem Stamm PTM des- 
selben Virus auf dem White Burley-Tabak wurden folgende Werte neu 
errechnet: EP fir TMV=— 5 Std, 
fiir PTM — 24 Std; GZ fir TMV= 
8 Std, fiir PTM= 8,9 Std. Danach 
ergibt sich, da8 auch unser Stamm 
PTM (= Paratabakmosaik) auf dem 
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Abb. 14. TMV auf dem Samsuntabak. Ver- Abb. 15. Necrosis-Virus auf Phaseolus (nach 
impfung mit (x) und ohne Carborundpuder (°) Daten von HARRISON). Infektiositiitsanstieg im 
linearen Netz 


White Burley-Tabak eine sehr lange EP aufweist, eine langere sogar 
als der von SILBERSCHMIDT u. ToRRES (1944) verwendete TMV-Stamm. 
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Wir stoBen hier iibrigens wieder auf das beim Y-Virus im Teil I dieser 
Arbeit festgestellte Verhalten, daB trotz sehr unterschiedlicher EP die 
anfanglichen Vermehrungsgeschwindigkeiten nahezu tibereinstimmen. 
Zum Unterschied von den genannten Y-Versuchen erstreckt sich diese 
Ubereinstimmung hier sogar auf die ganze Zeit bis zur 24.Std p. EP, 
wenn nicht iiberhaupt auf die ganze Dauer des Versuchs. 

d) In einer vorausgegangenen Mitteilung [KOHLER 1957(1)] war tiber 
Ergebnisse am TMV berichtet worden, die mit der Mischmethode (ge- 
meinsame Verimpfung von TMV und X; Zahlung der Mischlésionen) am 
Samsuntabak gewonnen waren. Bei Anwendung unserer jetzigen Aus- 
wertungsprinzipien lassen sich bei zweien dieser Versuche genauere Werte 
fiir EP und GZ gewinnen. Folgende Schatzwerte sind als wahrscheinlich 
anzunehmen: 


RP, GZ 
Versuch vom 10. Juli 1956 8 4,5 
Versuch vom 30. Juli 1956 14 4,2 


e) Fiir den Verlauf (bis zur 48. Std p.I.) eines von Waite (1954) mit- 
geteilten Versuchs an Datura stramonium als Wirtspflanze wurden jetzt 
mit einiger Wahrscheinlichkeit folgende Zeiten ermittelt: EP= 25 Std, 
GZ— 2,9 Std. Also bei langer EP eine kurze GZ. 


3. Sonstige Viren 

a) Necrosis- Virus. Nach Daten von HARRISON (1956) versuchten 
wir [1957 (2)] die Analyse eines von ihm mitgeteilten Versuchs mit dem 
Necrosis-Virus auf Phaseolus vulgaris. Ubertrigt man die auf unserer 
Abb.9 (a.a.O.8.332) im doppelt-log. Netz erhaltene Gerade in das lineare 
Netz, so erhalt man die aus Abb. 15 ersichtliche Exponentialkurve. Die 
EP endet etwa bei der 4.S8td p.1., ist also sogar noch kiirzer als frither 
angenommen. Die GZ betragt etwa 1,3 Std; diese Zeit gehort damit zu 
den kiirzesten bisher angetroffenen. 

b) Nach frither (KOHLER 1958) mitgeteilten Versuchen hatten sich 
das Kartoffel-A-Virus und das Kartoffel-Bukett-Virus auf dem Samsun- 
tabak sehr ahnlich verhalten. Fiir EP wurde bei beiden eine Dauer von 
etwa 6 Std ermittelt. Auch die Generationszeiten stimmen praktisch 
jiberein: GZ fiir beide Versuche 8,5 Std. Das Bukettvirus (Tabak- 
ringspot-Gruppe) mit seinen , Spharischen“ Partikeln von etwa 20 my 
Durchmesser verhalt sich also prinzipiell nicht anders als das A-Virus 
mit seinen langen biegsamen Partikeln von rund 740 my ,,Normallange’. 
Da die beiden Versuche im Gewachshaus unter wahrscheinlich nicht 
iibereinstimmenden Bedingungen ausgefiihrt wurden, ware der SchluB 
verfriiht, daB eine Ubereinstimmung unter allen Umstinden zu er- 


warten ware. 
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Erérterung 

Die folgende Ubersicht (Tab.4, 8.145) faBt die vorstehend mit- 
geteilten Befunde zusammen. Die kurzfristigen, unter Temperatur- 
konstanz ausgefiihrten Versuche von Abschnitt I sind durch kursiven 
Druck gekennzeichnet. 

Beziiglich der E-Phase (,,eklipsoide Phase‘‘, EP) sind folgende Fest- 
stellungen bemerkenswert. Als ihre niedrigste Dauer wurden 4 Std ge- 
messen. Dieser Wert wurde in 2 Versuchen angetroffen und zwar ein- 
mal beim X- und einmal beim Necrosis-Virus. Zweimal (beim TMV) 
wurden 4—5 Std ermittelt. EPn von besonders langer Dauer (48 Std) 
wurden einmal beim TMV und (33 Std) einmal beim Y angetroffen. 
Dazwischen gibt es die verschiedensten Ubergangswerte. 

Beziiglich der Generationszeit (GZ) wurden als niedrigste Werte 
1,3 Std beim X-, 1,3 Std beim Necrosisvirus ermittelt. Die héchsten 
Werte betrugen 130 Std (X/Cs44 auf Atropa) und 100 Std (TMV auf 
White-Burley Tabak). 

Lange Dauer der EP kann mit sehr kurzer GZ verkniipft sein, da- 
gegen ist fir eine kurze EP meist auch eine relativ kurze GZ kenn- 
zeichnend. 

Daf das Viruswachstum im direkt geimpften Blatt schon von einem 
friihen Zeitpunkt an einen exponentiellen Verlauf nimmt, ist evident. 
Dies wird nicht nur durch mehrere der oben geschilderien Versuche 
sondern auch durch andere Beispiele aus der Literatur belegt. Des 
weiteren kann nach dem. oben Mitgeteilten als bewiesen angesehen 
werden, dafi die Geschwindigkeit dieses Wachstums durch das jeweilige 
Virus, den jeweiligen Wirt und die Temperatur starkstens beeinfluBt 
wird. 

Wenn wir die Exponentialkurve bis zu ihrem mutma8lichen Beginn 
zuriickverfolgen, so gelangen wir an einen Zeitpunkt, den wir frither mit 
dem Ende der ,,Eklipse“ gleichsetzten. Die Frage ist aber offen, ob wir 
erst in diesem Zeitpunkt den Beginn der Entstehung von aktivem Virus 
anzunehmen haben. Es ware denkbar, da infektidses Virus schon 
wahrend der EP in so geringer Menge erzeugt wird, daB es mit dem 
Kinzelherdverfahren nicht nachweisbar ist. Zur Zeit laBt sich diese 
Frage noch nicht eindeutig beantworten. Auch die jiingsten, sehr be- 
merkenswerten Befunde von WELKIE u. Pounp (1958) geben darauf 
keine Antwort. Die Autoren konnten mit einem sinnreichen Verfahren 
zeigen, daB die Epidermis schon wenige Stunden nach dem Einreiben 
Virus in das Mesophyll entlaBt. Sie lassen aber die Méglichkeit offen, 
daB es sich dabei nicht schon um infektidses Virus, sondern um eine 
nicht infektidse Vorstufe handeln kénnte. Sie erbrachten am Gurken- 
mosaikvirus den Nachweis, daB der Ubertritt ins Mesophyll durch 
niedrige Temperaturen verzégert, durch héhere beschleunigt wird. Nach 
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ihrer Abb.3 (a.a.O.8.366) sind fiir das Angehen der Infektion im Meso- 
phyll folgende Zeitintervalle anzunehmen: 


i ee LEEEEE EEE EEE 


Temperatur | a) Die ersten Infektionen gehen |b) Alle zuerwartenden Infektionen 
20 friihestens an nach Stunden: sind angegangen nach Stunden: 
16 10 C7 
20 6 10 
24 4 8—9 
28 3 7 


Wir halten es nicht fiir unwahrscheinlich, daB diese Abstufungen mit 
den fiir dieses Virus noch festzustellenden EP-Werten nahezu iiberein- 
stimmen kénnten. 

Mit ahnlicher Fragestellung, aber anderer Methode hatten SUKHOV u. 
Kaprtsa (1955) festgestellt, daB beim Tabakmosaikvirus der Eintritt 
ins Mesophyll nach in der Epidermis vorangegangener Vorvermehrung 
(vielleicht als Vorstufe) etwa in der 4.Std beginnt. Dieser Wert ware 
mit unserem oben fiir die EP mitgeteilten Wert von 4—5 Std gut zu 
vereinbaren. 

Nach Harrison (1956) erreicht das Tabaknecrosis-Virus das Meso- 
phyll bei 22° C in etwas weniger als 6 Std, bei 10° C sind sogar 40 Std 
erforderlich. 

Der Beginn des exponentiellen Verlaufs der Vermehrung diirfte friihe- 
stens in den Zeitpunkt zu verlegen sein, in dem das Virus in das Meso- 
phyll iibergetreten ist; denn erst dann kann es mit seiner friiher nach- 
gewiesenen (KOHLER 1947; Rappaport u. WILDMAN 1957) kreisformigen 
Ausbreitung im Blatt beginnen. 

Fast allgemein stellt man fest, daB bei den letzten Abimpfungs- 
terminen unserer kurzfristigen Versuche ein deutliches Nachlassen der 
Vermehrung eingetreten ist, so daB diese Werte aus der Kurve heraus- 
fallen. Da die Gewéachshausversuche eine solche Erscheinung nicht er- 
kennen lassen, ist anzunehmen, dafB sie durch die Versuchsanstellung 
bedingt ist. Vermutlich wirkte sich die Dauerbelichtung auf den weiteren 
Viruszuwachs hemmend aus. 

Ganz andere Ursachen hat bei den langfristigen Versuchen dieselbe 
viel spater auftretende Erscheinung. Hier ist sie im allgemeinen ein 
Anzeichen dafiir, daf sich die einzelnen Infektionsherde gegenseitig be- 
hindern und zwar um so friiher, je dichter sie zusammenliegen — wie 
schon ausgeftithrt wurde [KOHLER 1947(1), S. 33]. 


Zusammenfassung 
In Teil I wird tiber kurzfristige Infektionsversuche mit verschiedenen 
Viren berichtet, die in Klimaraéumen an Tabakpflanzen angestellt wurden. 
Dabei sollte am direkt infizierten Blatt mittels des Hinzelherdtestes 
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untersucht werden, zu welchem friihesten Zeitpunkt nach der Impfung 
aktives Virus neuer Synthese nachweisbar ist und mit welcher Ge- 
schwindigkeit seine anschlieBende Vermehrung erfolgt. 

Da der Beginn des Auftretens von aktivem Virus — also das Ende 
der als Eklipse zu bezeichnenden Phase — mit dem Hinzelherdtest 
streng genommen nicht genau bestimmbar ist, wurde eine andere Phase 
zugrunde gelegt, die die Bezeichnung ,,eklipsoide Phase‘ (EP) erhielt. 
Ihr Ende fallt mit dem frithestméglichen Beginn der exponentialen 
Virusvermehrung zusammen und wird durch Extrapolation bestimmt. 

Als MaB der Viruszunahme (,,Vermehrung‘‘) wurde nach einem Vor- 
schlag von YaRwoop die Generationszeit (GZ) verwendet, d.h. das 
Zeitintervall, in dem sich — auf unsere Versuche angewandt — die 
Infektiositat des BlattpreBsaftes verdoppelt. Die so ermittelten Werte 
sind auf unserer Tabelle (S. 145) in kursivem Druck mitgeteilt. 

Auf dem Samsuntabak betragen die EP-Werte fiir das X-Virus bei 
16° C und 24°C 9—10 Std, bei 28° C 5—6 Std; fiir das Y-Virus bei 16°C 
33 Std und bei 24° C 9 Std; fiir das Tabakmosaikvirus bei 24° C 4 bis 
5 Std. Die GZ-Werte betragen fiir das X-Virus bei 16° C 2,9 Std, bei 
24°C 1,4 Std und bei 28°C vermutlich 2,9 Std; fiir das Y-Virus bei 
16° C 1,9 Std und bei 24° C 2,1 Std. Auf Nicotiana glutinosa hatte das 
TMV bei 24°C etwa dieselbe EP wie auf dem Samsuntabak (4 bis 
5 Std), die GZ war gleichfalls ahnlich (etwa 5,6 Std). 

Teil II enthalt die entsprechenden Berechnungen fiir meist Altere, 
langfristige Gewachshausversuche mit verschiedenen Wirt-Viruskombi- 
nationen (auf Tab. S. 145, die nicht kursiv gedruckten Werte). 

Alles in allem zeigt sich, daB auBerordentliche Verschiedenheiten 
hinsichtlich der EP- und der GZ-Zeiten vorkommen koénnen, und zwar 
in Abhangigkeit von Temperatur, Virus und Wirt. Dabei besteht keine 
einfache Korrelation zwischen EP und GZ. Eine sehr lange EP kann 
mit einer sehr kurzen GZ verbunden sein. Ist hingegen die EP kurz, 
so ist in der Regel auch die GZ relativ kurz. Es wird die Vorstellung ent- 
wickelt, daB das Ende der EP mit dem Zeitpunkt zusammenfallt, in 
dem der Ubertritt des Virus aus der Epidermis in das Mesophyll erfolgt 
ist. Erst dann diirften die Voraussetzungen fiir seine kreisformige Aus- 
breitung im Blatt, die sich bei der Abimpfung als exponentieller Anstieg 
auBern muB, gegeben sein. 

Die Deutsche Forschungsgemeinschaft erméglichte die Arbeit durch eine Sach- 
beihilfe, wofiir ich meinen Dank ausspreche. 
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Untersuchungen tiber die Aktivitat der Mikroorganismen 
in Mull, Moder und Rohhumus 
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Mit 6 Textabbildungen 
(Hingegangen am 3. Februar 1959) 


Bei der Mull-, Moder- und Rohhumusbildung spielen jeweils zahlreiche 
Faktoren biologischer, chemischer und physikalischer Art eine mab- 
gebliche Rolle. Sie sind innig miteinander verkniipft und lassen sich 
daher oft nur schwer entwirren. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich 
mit der Mikrobiologie der verschiedenen Humusformen, und zwar be- 
sonders mit der Aktivitét der am Stoffumsatz in den einzelnen Humus- 
typen beteiligten Mikroorganismen. 

Die Aktivitat der Mikroorganismen 148t sich ermitteln durch ihre Atmungs- 
intensitat, wobei als Ma die Menge des ausgeschiedenen CO, oder des aufgenom- 
menen QO, dient (Russet 1950). Im Freiland findet oft die Lundegardhsche Glocke 
Verwendung, um die CO,-Entbindung zu messen, jedoch wird hierbei gleichzeitig 
auch die Atmung der Pflanzenwurzeln und der Bodenfauna erfafit. Andere Metho- 
den — zum Teil auch fiir Laborversuche — entwickelten LEMMERMANN u. WIESS- 
MANN (1924), IsermbYER (1952), L. Mnyer (1955) sowie WALTER u. HaspeEr (1957). 
Neuerdings wird haufig der URAS eingesetzt (Korpr 1953). Uber die Anwendung 
der Warburgmethode liegen nur relativ wenige Angaben vor. So untersuchte 
Wesiey (1949) die 1—2mm-Fraktion des Rothamsted-Bodens bei variiertem 
Wassergehalt. QuasTEL u. ScHoLEFIELD (1951) benutzten die Warburgmethode, 
um einen Einblick in die Stickstoffumsetzungen eines mit Nitrifikanten kiinstlich 
angereicherten Bodens zu erhalten. Aupus (1951) fiihrte Warburgversuche am 
Boden durch im Zusammenhang mit der biologischen Entgiftung von Herbiciden. 
CuasE u. Gray (1953) sowie Rovira (1953) orientierten sich an Hand einiger 
Modellversuche iiber die Brauchbarkeit der Warburgmethode zum Studium der 
Mikroorganismenaktivitat im Boden. Die Atmungsintensitaét von Bodden ver- 
schiedener Herkunft ermittelten KatzNELSON u. STEVENSON (1956). Sie fanden 
dabei erhebliche Unterschiede. 

In vorliegender Arbeit werden die Ergebnisse geschildert, die Atmungs- 
messungen mit der Warburgapparatur an Material aus der Forna, Ver- 
moderungs- und Humusstoffschicht der verschiedenen Humusformen 
ergaben. Daneben wurden die Beziehungen untersucht zwischen der 
Atmungsaktivitét und der Gesamtkeimzahl sowie einigen chemischen 
Werten des Untersuchungsmaterials, ferner die Besiedlung der einzelnen 
Schichten des A-Horizontes mit verschiedenen Gruppen von Mikro- 
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A. Methodik 


Die py-Werte wurden mit der Glaselektrode (Phywe-px-MeBgerat) im suspen- 
dierten Boden bestimmt unter standigem Riihren, wobei nach jeder dritten Messung 
die MeBkette in Pufferlosungen kontrolliert wurde. 

Die Kohlenstoffanalyse erfolgte nach dem Verfahren von SPRINGER u. KLEE 
(1954, 1955) durch Oxydation mit Chromschwefelsiure und anschlieBender 
colorimetrischer Bestimmung der Chrom(III)-Ionen am Photometer Eppendorf 
(Filter Hg 578). 

Der Gesamtstickstoff wurde nach der Methode von FérstErR ermittelt durch 
Aufschlu8 mit Salicylschwefelsiure. Ein Teil des Aufschlusses wurde in die Mikro- 
kjeldahl-Apparatur iiberfiihrt, das Ammoniak in n/100 Salzsaure abdestilliert und 
die iiberschiissige Saure zuriicktitriert (ENGEL 1931). 

Fiir die Keimzahlbestimmung wurde das PlattenguBverfahren angewendet. 
5g Frischboden wurden mit sterilem Leitungswasser auf 100 ml aufgefillt, 1 Std 
im 300 ml-Erlenmeyerkolben geschiittelt und dann Verdiinnungen zwischen 1:5000 
und 1:625000 hergestellt. 1 ml der verdiinnten Suspension wurde in Petrischalen 
pipettiert und mit etwa 5 ml Agar vermischt und zwar fiir die Pilzbestimmung 
Jensenagar von py 3,8 (Jensen 1931) und fiir die Bakterienzihlung ein Hefe- 
Malzextrakt-Peptonagar von py 5—6. Es wurden je 5 Parallelen angesetzt, diese bei 
25° C bebriitet und die Kolonien nach 3, 4 und 5 Tagen ausgezahlt. Fiir die Be- 
stimmung der Pilzkeimzahl wurden nur solche Platten ausgewertet, in denen sich 
5—30 Kolonien entwickelt hatten. Denn bei schwacherer Verdiinnung der Boden- 
suspensionen trat nicht immer die dem Verdiinnungsgrad entsprechende hdhere 
Koloniezahl auf, offenbar als Folge gegenseitiger Hemmung der Pilze. 

Zar Messung der Bodenatmung diente das Warburggerat mit Differential- 
manometern (Drxon 1952). Die WarburggefaBe wurden beschickt mit 1,5 ml Frisch- 
boden bzw. Streumaterial (Bestimmung des spez. Gewichtes nach MrrscHERLICH 
1949). Der Frischboden konnte direkt in die GefaBe gegeben werden, wahrend das 
Blattmaterial zuvor im Starmix zerkleinert wurde bis zu einer Teilchengréfe von 
etwa 1 cm Durchmesser. Um Verschmutzungen zu vermeiden, wurde beim Hinfiillen 
des Untersuchungsmaterials in die WarburggefaBe das zentrale EinsatzgefaB ab- 
gedeckt. Es enthielt bei den Versuchen 0,3 ml 10°/,ige KOH bzw. Aqua dest. Um 
einen guten Gasaustausch zu gewahrleisten, wurde das Untersuchungsmaterial 
gleichmaBig befeuchtet mit nur 0,6 ml Fliissigkeit, so daB es zwar benetzt war, 
aber seine lockere Lagerung noch beibehielt. Zum Befeuchten dienten Aqua dest. 
oder eine 2°/,ige Losung bzw. Suspension von Glucose, Pepton oder Cellulose, 
teilweise auch Pectin (Opekta mit Aqua dest. im Verhaltnis 1:3 verdiinnt, py etwa 
5,0). Die Wasserbadtemperatur betrug 26°C, das Untersuchungsmaterial wurde 
bei der gleichen Temperatur aufbewahrt und innerhalb einer Woche nach der 
Probeentnahme untersucht, da sich herausgestellt hatte, daB die Atmungsintensitat 
bei der Lagerung rasch abnimmt (siehe Abb. 2). 

Die Probeentnahme erfolgte in einem méglichst kurzen Zeitraum von Mitte April bis 
Mitte Mai 1958, da die mikrobielle Aktivitat jahreszeitliche Schwankungen aufweist. 

Die Extraktion von Huminsauren geschah mit 1 n NaOH. Eine 0,4 g organischer 
Substanz entsprechende Menge Frischboden wurde mit 200 ml 1 n NaOH 1/, Std 
geschiittelt, anschlieBend 1 Std auf 60°C erwarmt, dann zentrifugiert und im 
Zeiss-Spektralphotometer bei 570 my colorimetriert. 


B. Beschreibung der Probeflachen 
Das Untersuchungsmaterial stammt von folgenden Probeflachen: 


1. Vogelsberg, Heiligenwald bei Dirlammen, etwa 500m iiber NN. 
Bodentyp: Eutrophe Braunerde auf Basalt. Humusform: Mull. — 
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2. Sachsenwald (siidéstlich von Hamburg), Abt. 73 bei Kréppelshagen. 
Bodentyp: Podsolige Braunerde. Humusform: Moder. — 3. Staatsforst 
Barlohe (Schleswig- Holstein), Abt. 249b. Bodentyp: Pseudogley-Podsol. 
Humusform: Rohhumus. — 4. Hamburg-Hausbruch, Abt. 48. Boden- 
typ: Eisenhumuspodsol. Humusform: Rohhumus. 

Die Vegetation dieser Flachen ist aus Tab.1 ersichtlich. Die Mengen- 
schatzung erfolgte nach dem Verfahren von BRAauUN-BLANQUET (1951). 
Die Nomenklatur der héheren Arten richtet sich nach OBERDORFER 
(1949), die der Moose nach Gams (1957). 


Tabelle 1. Vegetation der Probefldchen 


Nummer der Probeflache: 1 2 3 4 


Artenzahl: | 32 PAI 15 16 
davon Moose: — 4 7 7 


Baumschicht 
Bestandesalter (Jahre): 72 95°79 | 157) 138 
KronenschluB : 0,95 | 0,90 | 0,85 | 0,70 


Fagus silvatica 5 5 5 4 
Fraxinus excelsior 1 
Acer pseudoplatanus 1 
Quercus petraca 2 
Pinus silvestris 1 
Betula verrucosa 1 


Strauchschicht a = = wh 


Krautschicht 
Deckung in Prozent: 70 


as 
Oo 
= 
oO 
lor) 


H 


Milium effusum 1 
Dryopteris austriaca spinulosa 
Fagus silvatica Keimling 
Athyrium filia femina + 
Oxalis acetosella 1 
Asperula odorata 1 
Viola silvatica a 
Deschampsia caespitosa + 
Festuca silvatica 

Luzula pilosa 

Agrostis vulgaris 
Deschampsia flexuosa 
Fagus silvatica Jungpflanze 
Carex pilulifera 


Moosschicht 
Deckung in Prozent: — 


++++t+n nrwtt vo 
Sle ie cones meee 
nth 


— 
_ 
bo 


Polytrichum attenuatum 
Dicranella heteromalla 
Mnium hornum 
Dicranum scoparium 
Hypnum cupressiforme 


++ 


b++++ 


Siac je (oe) 
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Ferner kamen vor: Flache 1: Mercurialis perennis 3, Lamiuwm galeobdolon 2, 
Dactylis aschersoniana 1, Elymus europaeus 1, Carex pilosa 1, Dentaria bulbifera 1, 
Fraxinus excelsior Keimling +, Acer pseudoplatanus Keimling +, Sambucus race- 
mosa +, Polygonatum verticillatum +, Bromus ramosus --, Dryopteris filix mas-+-, 
Melica uniflora +, Sanicula europaea +, Phytewma spicatum +, Daphne mezereum r, 
Stachys silvatica r, Stellaria holostea r, Pulmonaria obscura r, Chaerophyllum hirsu- 
tum r, Vicia sepium r, Primula elatior r, Scrophularia nodosa r, Impatiens noli 
tangere r, Geranium robertianum r. 

Flache 2: Poa nemoralis 1, Rubus idaeus +, Carex remota +, Polygonatum 
multiflorum +, Luzula campestris r, Sambucus nigra +°, Atrichum undulatum -+-, 
Pohlia nutans +. 

Flache 3: Plagiotheciwm undulatum +, Lepidozia reptans r. 

Flache 4: Vaccinium myrtillus 1, Sorbus aucuparia r, Leucobryum glaucum 2, 
Tetraphis pellucida 1. 


Die vier Probefliichen unterscheiden sich in charakteristischer Weise. 
Von der ungiinstigsten Eisenhumuspodsol-Fliche ausgehend wird der 
Kronenschlu8 der Baumschicht zur Mullfliche hin standig dichter und 
trotz dem damit verbundenen geringeren Lichtgenu8 der Krautschicht 
nimmt deren Deckung und Artenzahl zu, gleichzeitig geht der Anteil 
der Moose zuriick. Die Mullflache hebt sich von den tibrigen deutlich ab 
durch ihre reiche Garnitur anspruchsvoller Arten wie Mercurialis peren- 
nis, Elymus europaeus, Dentaria bulbifera, Bromus ramosus, Daphne 
mezereum, Sanicula europaea u.a. Die Moderfliche hat mit der Mull- 
flache einige Arten der Fagetalia gemeinsam, so Milium effusum, Aspe- 
rula odorata und Viola silvatica. Die Rohhumusflaichen zeichnen sich aus 
durch das Vorkommen von Deschampsia flexuosa, Carex pilulifera und 
Dicranum scoparium. In der feuchten Rohhumusfliche (3), in der die 
Buche mit der dritten Bonitaét eine noch relativ gute Wiichsigkeit zeigt, 
herrschen vor Festuca silvatica sowie Dryopteris austriaca spinulosa, da- 
neben ist Plagiothecitum undulatum charakteristisch fiir diese Flache. 
Vaccinium myrtillus, Sorbus aucwparia, Leucobryum glaucum und Tetraphis 
pellucida treten nur in der typischen Rohhumusflache (4) auf. 

Um die Humusbildungen der Probeflichen genau miteinander ver- 
gleichen zu kénnen, erwies es sich als notwendig, den A-Horizont nach 
morphologischen Merkmalen méglichst weitgehend aufzugliedern. Die 
Benennung der Subhorizonte erfolgt nach den Angaben von KUBIENA 
(1953). 

In der Waldstreu (schwedisch férna, engl. litter, daher auch L-Schicht) 
liegen die morphologisch noch gut erhaltenen Buchenblatter ziemlich 
locker, auBerlich zeigen sie nur selten Anzeichen eines Pilzbefalles. 
Bereits nach kurzer Trockenperiode krimmt oder rollt sich das Material 
der Férna zusammen, dabei krauseln sich die helleren Schattenblatter 
auch in den Feldern zwischen den Nerven. 

In der auf die Férna folgenden oberen Vermoderungs- oder F,-Schicht 
(schwedisch formultningskiktet, engl. fermentation layer) lagern sich die 


Aktivitat der Mikroorganismen in Mull, Moder und Rohhumus 153 


Blatter dichter und bleiben auch in Trockenperioden noch linger feucht. 
Sie stellen somit ein giinstiges Substrat fiir die Ansiedlung von Mikro- 
organismen dar. Durch Mycelstrénge von Basidiomyceten werden die 
Blatter besonders im Mull zu dichten Nestern miteinander verklebt und 
daher nicht mehr so leicht verweht wie in der Forna. Die befallenen 
Blattpartien verfarben sich hellbraun bis hellgelb, sie werden zunehmend 
diinner und transparenter, unter Umstaénden kann das Interkostal- 
gewebe sogar véllig verschwinden, und nur die starkeren Nerven bleiben 
erhalten. In derartig verpilzten Nestern steigt der Sauregrad; die 
pu-Werte liegen 0,5—1,0 E niedriger als in den nach oben und unten an- 
grenzenden Schichten. LinpEBerG (1946) und Mrkoa (1956) zeigten, 
da® die zum Ligninabbau befaihigten Basidiomyceten die Blatter ent- 
farben unter gleichzeitigem Saureanstieg, wahrend die Blattzersetzung 
durch Mikroorganismen, die keine Phenoloxydasen zu bilden vermogen, 
parallel geht mit einer Dunkelbraunverfarbung (entsprechend der Rot- 
braunfaule des Holzes). 

Die untere Vermoderungsschicht (F,-Schicht) besteht hauptsachlich 
aus zerkleinerten Blattstiicken, Resten des Blattskeletts, daneben auch 
aus Bruchstiicken der Cupulae von Buchenfriichten und den oberen 
Teilen von Knospenschuppen. Dieser Subhorizont ist dunkler gefarbt, 
und haufig lagert zwischen den Blattresten Kot von Bodentieren. In den 
Rohhumusflachen entwickelt sich hier eine iippige Buchenmycorrhiza. 

Im Rohhumus muBte noch eine F,-Schicht abgegrenzt werden. Diese 
enthalt kleinste Blatttriimmer, ferner aber schon starker humifiziertes 
amorphes Material in groBerer Menge. Sie ist reichlich von lebenden und 
toten Buchenwurzeln durchzogen, die oft mit Pilzen besetzt sind. 

Die Humusstoffschicht (H-Schicht), in der die dunkel gefarbten, amor- 
phen Humusmassen mehr oder weniger stark mit Mineralboden vermengt 
sind (vgl. Tab.2), wird nach Humusgehalt bzw. Farbung unterteilt, 
wobei die Grenzen allerdings oft recht unscharf sind. In der Moderflache 
war eine Untergliederung wegen der geringen Machtigkeit der Humus- 
stoffschicht nicht méglich. 


Bodenprofil der Mullfléche. L O—1cem. — F,1—3 cm. — F,3—4 cm. — 
H, 4—8 cm. Braunschwarz (10 YR, V2, C2)1, lockere Mullstruktur, von Rhizomen 
vieler Krauter durchwurzelt, mit einigen Basaltsteinen (Durchmesser bis 2 cm). — 
H, 8—12 cm. Dunkelgraubraun (10 YR, V3, C2), etwas dichter gelagert, mit 
Basaltsteinen (2—6 cm Durchmesser) durchsetzt, kraftig von der Buche durch- 
wurzelt. — (B), 12—70 cm. Ockerbraun (10 YR, V4, C3), im oberen Teil (bis etwa 
35 cm) noch relativ locker, dann fester gelagert und scharfkantig, eckig brechend, 
zwischen 30 und 60 cm zahlreiche, etwa faustgroBe Basaltbrocken, gut bis maBig 
durchwurzelt. — (B), ab 70 cm (bis 95 cm erschlossen). Hellockerbraun (10 YR, 
V5, C4), starkerer LoBgehalt, dicht gelagert und scharfkantig, eckig brechend, 
Basaltsteine weniger zahlreich, aber gréBer (Durchmesser 20—40 cm), maBig durch- 
wurzelt. 


1 Bodenfarben im naturfeuchten Zustand nach der. Soil Color Chart von MUNSELL. 
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Bodenprofil der Moderflaéche. LO—2 cm. — F, 2—4 cm. — F,4—5 em. — 
H5—8 cm. Schwarzbraun, mit zahlreichen Bleichsandkérnern, im oberen Teil locker, 
nach unten hin fester werdend. — B,8—12cm. Graubrauner, lehmiger Sand 
(7,5 YR, V3, C2), relativ dicht gelagert, kantig brechend. — B 12—60 cm. Gelb- 
brauner, stark lehmiger Sand mit einzelnen Steinen (7,5 YR, V4, C4), gut durch- 
wurzelt. — Bg,60—72 cm. Ockerbrauner, sandiger Lehm mit helleren Flecken 
(10 YR, V4, C3) maBig durchwurzelt. — Bg, ab 72 cm (bis 110 cm aufgeschlossen), 
Fahlgelbbrauner, sandiger Lehm (10 YR, V5, C3), mit ockerfarbenen Oxydations- 
flecken (5 YR, V4, C4), Farbintensitét der Flecken nimmt mit der Tiefe zu, all- 
gemein dicht bis sehr dicht gelagert, das Material der Oxydationsstellen etwas 
lockerer. 


Bodenprofil der Rohhumusfliche 3. LO—2cm. — F,2—4cm. — F, 
4—7cm. — F,7—13em. — H,13—17cm. Schwarz. — H,17—20cm. Tief- 
schwarz, schmierig, sehr dicht gelagert. — Ae 20—25 cm. Grauer Mittel- bis Grob- 
sand (5 YR, V7, C1). — Bn 25 — 32cm. Dunkelbraungrauer, lehmiger Mittelsand 
(5 YR, V3, C2). — Bug 32—54 cm. Vorwiegend dunkelbraungrauer, lehmiger Sand, 
dazwischen eingestreut fahlgelbbraune Partien (7,5 YR, V5, C6—4) mit rostfarbenen 
Flecken (2,5 YR, V3, C6), gut durchwurzelt. — Bg ab 54 cm (bis 130 cm auf- 
geschlossen). Schluffiger Lehm, ockergelb (7,5 YR, V5, C8), mit grauen bis 
graugriinlichen Flecken (5 YR, V6, C2), nach der Tiefe nehmen Schluffanteil und 
graue Flecken zu und der Sandanteil sowie die ockergelben Farben ab. 


Bodenprofil der Rohhumusfliche 4. LO—2cm. — F,2—4cm. — F, 
4—6cm. — F,6—9 cm. — H, 9—11 cm. — H, 11—17 em. Linsen- und streifen- 
formige Bleichsandbeimengungen. — Ae 17—43 cm. Hellgrauer Grob- bis Mittel- 
sand (5 YR, V6, C2), locker gelagert, maBig durchwurzelt. — By 43—48 cm. 
Etwas verfestigter Mittel- bis Grobsand, sepiabraun mit leichtem Graustich (5YR, 
V3 ,C6). — Bs48—73 cm. Gelbrostbrauner Grob- bis Mittelsand (7,5 YR, V5, 
C8), gut durchwurzelt, im unteren Teil etwas heller (10 YR, V6, C8). — B/C ab 
73 cm (bis 130 cm erschlossen). Fahlgelber Mittelsand (2,5 YR, V7, C6), noch ver- 
einzelt durchwurzelt. 


C. Ergebnisse 
1. Reaktion und Stickstoffgehalt des Untersuchungsmaterials 


Die py-Werte der Férna des Mulls legen sowohl in Aqua dest. als 
auch in KCl deutlich héher als an den tibrigen Standorten (vgl. Tab. 2). 
Die L-Schichten von Moder und Feuchtrohhumus stimmen in ihrer 
Reaktion tiberein. Die Vermoderungsschicht zeichnet sich in allen Flachen 
durch die geringsten Sauregrade aus. Jedoch lieferten Bestimmungen 
im Herbst andere Ergebnisse als die in Tab.2 angefiihrten Werte der 
Friihjahrsmessungen. Im Herbst reagierte die Vermoderungsschicht der 
Mullflache, besonders die von Basidiomyceten zu dichten Paketen ver- 
klebten Blatter, saurer als die Forna und die Humusstoffschicht. In 
erster Linie mu dieses wohl auf die Tatigkeit von Mikroorganismen 
zurtickgefiihrt werden (z. B. Ligninabbau). Im Friihjahr hingegen weist 
die Foérna tiefere py-Werte als die Vermoderungsschicht auf, offenbar 
wurden die Basen des Fallaubs wahrend des Winters teilweise aus- 
gewaschen (KRrAusZz 1928). 
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In der Humusstoffschicht nimmt die Aciditaét vom Mull tiber Moder 
zum Rohhumus hin zu, wobei die py-Werte des Feuchtrohhumus unter 
denen des typischen Rohhumus liegen. 


Tabelle 2. Aciditdt sowie Humus- und Stickstoffgehalt des Untersuchungsmaterials 


Du CrasPansien7 Gesamtstickstoff 
Fliche Schicht AGT (in Prozent der C/N 
H,0 nKCl des Trockengew. org. Subst.) 

Mull L 4.6 3,8 86,6 1,44 38,2 
(Nr. 1) 1 a2 4,6 80,0 2,39 24.4 
F, 5,0 4,7 61,5 2,65 22,0 

H, 4 4,2 16,0 3,96 14,7 

fale 5,0 3,9 7,9 4,20 13,9 

Moder L 4,1 3,6 89,6 1,00 58,1 
(Nr. 2) FE, 5,0 4,5 78,9 2,50 24,6 
F, 4,5 3,8 66,7 2,29 25,4 

Heh 4,2 3,4 13,4 3,01 19,4 

Roh- L 4,1 3,6 88,0 0,99 58,5 
humus F, 4,8 4,4 84,4 2,38 24,4 
(Nr. 3) 1s 4,2 3,4 86,8 2,05 28,4 
ite 3,6 2,8 88,1 1,89 30,9 

130 3,0 2,6 86,5 2,01 28,1 

lal 3,4 2.5 70,1 is Soul 

Roh- L 4,0 3,3 86,0 0,82 70,9 
humus iF 4,4 3,8 ie 1,91 30,5 
(Nr. 4) F, 4,1 sD 74,5 1,81 32,1 
ie 3,6 2,8 68,0 1,75 33,3 

Hy 3,6 2,6 57,4 1,22 47,9 

Vols SH 2,6 26,0 1535 43,1 


Bereits an dieser Stelle mag darauf hingewiesen werden, dais die Férna 
und obere Vermoderungsschicht des Rohhumus auf Pseudogley (Nr. 3) 
in vielen Merkmalen (py-Wert, Stickstoffgehalt, Besiedlung mit Mikro- 
organismen) mit den entsprechenden Schichten des Moders annahernd 
iibereinstimmt. Erst in der unteren Vermoderungsschicht und Humus- 
stoffschicht unterscheiden sich die beiden Flachen stark voneinander. 
Die zeitweilige Nasse im Humushorizont des Pseudogleys bewirkt augen- 
scheinlich einen Zersetzungsverlauf, der zam Rohhumus fiihrt. 

Der Stickstoffgehalt der Férna (vgl. Tab.2) steigt vom Rohhumus 
(0,82 bzw. 0,99°/, N in der organischen Substanz) zum Mull (1,44°/, N), 
eine Erscheinung, auf die schon wiederholt hingewiesen wurde (WiTTICH 
1952). Das C/N-Verhaltnis fallt im Verlauf der Mullbildung von 38,2 
(L-Schicht) auf 13,9 (H,-Schicht), im Moder verengt es sich bis auf 19,4, 
und im Rohhumus, wo nur relativ wenig Stickstoff gespeichert wird, 


erreicht das C/N-Verhaltnis einen Wert von 33,7 bzw. 43,1. 
11* 
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In den einzelnen Humusformen diirfte der unterschiedliche Stickstoff- 
gehalt der organischen Substanz eine entscheidende Rolle spielen fur 
die Tatigkeit der Mikroorganismen. 


2. Keimzahlen 


Der Gehalt des Untersuchungsmaterials an Mikroorganismen ist in 
Abb.1 dargestellt. Neben den auf Nahr- bzw. Jensenagar gedeihenden 
Bakterien und Pilzen wurden dort auch diejenigen Actinomyceten an- 
gefiihrt, die sich auf diesen Medien entwickelten. Eine Erfassung der 
Actinomyceten auf gesonderten Nahrbéden fand nicht statt, daher gibt 
Abb.1 iiber die Verteilung der Actinomyceten nur ein ungefahres Bild. 


/tull /toder Rohhumus Rohhumus 
(Flache7) (Flache 2) (Hachey (Hache 4) 
Z Z Z 
fy ‘ 
P 4, fy 4 
'G 
; & 
HW; fa 
My 
& 
te f3 My 
Bo 
S 
7 fe 
% m 
SJ 
Oea* 
Bokt Pike Actinom 9 2 4 60 80 100 Hy 


Keimzah! 
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Abb. 1. Bakterien-, Pilz- und Actinomycetengehalt der L-, F- und H-Schicht in den einzelnen 
Humusbildungen 


Als Bezugsbasis fiir die Keimzahlen dient nicht das Bodengewicht, 
sondern die organische Substanz, denn auf diese ist nach einem Vor- 
schlag von Encen (1934) und Scumatruss (1940) auch die Atmung zu 
beziehen. Keimzahlen und Atmung kénnen dann direkt miteinander 
verglichen werden. 

Die Forna zeigt durchweg eine maBige Ansiedlung von Mikroorganis- 
men. Trotz dem optimalen Nahrstoffangebot kann sich in dieser Schicht 
wegen der mikroklimatischen Ungunst keine reiche Mikroorganismen- 
population entwickeln. Aber bereits in der fast immer gut durch- 
feuchteten oberen Vermoderungsschicht kommt es zu einer Massen- 
entfaltung. Hier werden in allen untersuchten Profilen die héchsten 
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Keimzahlen gefunden, die den Keimgehalt der Férna um das 5— 13 fache 
tbertreffen und die im Mull und Moder tiber 100 Millionen hinausgehen. 
In den Flachen 1—3 dominieren in der oberen Vermoderungsschicht die 
Bakterien, wahrend in Flache 4 eine Streptomyces-Art an erster Stelle 
steht. Sie bildet auf Jensenagar kleine, runde Kolonien, die auf der 
Oberseite mausgrau und auf der Unterseite dunkelgrau verfarbt sind. 
Im Mull ist der Keimgehalt in der unteren Vermoderungsschicht gegen- 
iiber der oberen Vermoderungsschicht nur um 11°/, gesunken, im Moder 
um 32°/,. Im Rohhumus erfolgt dagegen ein plotzlicher starker Riickgang 
um 82°/, bzw. 77°/). Auch in der Humusstoffschicht sind hier die Keim- 
zahlen im Gegensatz zu Mull und Moder auBerst gering. 

Einen guten Einblick in die unterschiedliche Besiedlung der ver- 
schiedenen Standorte gewdhrt uns das Verhaltnis von Bakterien zu 
Pilzen. Es k6nnen hierbei nur solche Pilze Beriicksichtigung finden, die 
nach der PlattenguB-Methode erfaBbar sind. Dabei handelt es sich 
meistens um die sogenannten ,,Zuckerpilze“‘ (GARRETT 1951), Vertreter 
niederer Pilzgruppen wie Mucorineen, Aspergillaceen und auch um Fungi 
imperfecti. Fir den gesamten A-Horizont betragt das Verhaltnis von 
Bakterien zu ,,Schimmelpilzen‘‘ im Mull 22:1, im Moder 11:1, im 
Feuchtrohhumus 8:1 und im typischen Rohhumus 0,9:1. Diese Werte 
bestiitigen erneut, daB die Pilze relativ um so starker in den Vordergrund 
treten, je unginstiger die Humusbildung wird (SmLINGER u. PETRU 
1937). 

Einige wesentliche Merkmale der Pilzflora der verschiedenen Stand- 
orte sollen hier angeschlossen werden (Nomenklatur nach GILMAN 1957). 
Bei der Weiterkultur der Keimplatten und bei der direkten mikro- 
skopischen Auflichtbeobachtung der Proben ergab sich folgendes Bild 
iiber die Verteilung der Schimmelpilze: Die Pilzflora der Forna zeigt 
eine vollig andere Zusammensetzung als die der tieferen Schichten. In 
ihr iiberwiegen Arten, die auch als Epiphyten bekannt sind wie Clado- 
sporium herbarum und Pullularia pullulans (Smrr u. Wrertnca 1953). 
Sehr haufig trat eine Candida-Hefe auf. Mucorineen finden hier wegen 
des wechselnden Wasserhaushaltes kaum ihr Fortkommen. Erst in der 
fast immer feuchten Vermoderungsschicht entfalten sie sich tppig. 
Besonders Mucor hiemalis und M. silvatica sind zahlreich vertreten. Da- 
neben kommen auch viele Mortierella-Arten vor wie M. polycephala, 
M. isabellina, M. pusilla, M.ramanniana (im Rohhumus und Moder 
haufiger), M. verticillata und M. parvispora. In der Vermoderungsschicht 
des Mullstandortes entwickeln sich auBer den genannten Arten Absidia 
spinosa und A. glauca und im typischen Rohhumus Mucor fragilis. In 
der Humusstoffschicht treten die Mucorineen zuriick, wenn auch in der 
Mullflache Absidia spinosa noch in groBen Mengen zu finden ist, gemein- 
sam mit Penicillium janthinellum und Tilachladium humicola. In der 
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Humusstoffschicht des Rohhumus spielt Oospora sulphurea eine bedeu- 
tende Rolle. Vermoderungs- und Humusstoffschicht aller Flachen enthal- 
ten Trichoderma koningi, Tr. lignorum, Pachybasidium hamatum, Scopula- 
riopsis cf. alba (Szitviny1 1941) sowie verschiedene Penicillium-Arten. 

Hinsichtlich der Verbreitung der héheren Pilze ergaben die Unter- 
suchungen am Standort folgende bemerkenswerte Unterschiede zwischen 
den einzelnen Humusformen: Die Vermoderungsschicht des Mulls wird 
durchzogen von den Mycelstringen saprophytischer Basidiomyceten wie 
Mycena, Clavaria, Collybia und Psalliota. Mycena sanguinolenta trat so 
regelmaBig auf, daB sich ihre Fruchtkérper sogar in Proben im Labor 
entwickelten. Diese Basidiomyceten verkleben das Laub mit ihren vor- 
wiegend weiBen Mycelstrangen zu dichten Paketen, in denen die Blatter 
sich hellgelb verfarben. Der gleiche Pilzbefall, aber etwas schwacher, 
ist auch im Moder festzustellen und in einem noch geringeren MaBe 
im Rohhumus. Hier finden wir statt dessen viel dunkles Pilzmycel sowie 
leuchtend gelb oder rétlich gefarbtes. In der Vermoderungsschicht des 
Rohhumus entwickeln sich die Mycorrhizen iiberaus zahlreich, besonders 
im typischen Rohhumus. In der Humusstoffschicht treten sie zuriick. 
Im Mull dagegen fallen die Mycorrhizen weniger auf und konzentrieren 
sich auf die Humusstoffschicht. i 


3. Atmungsmessungen 
a) Vorversuche 


Um zu priifen, wie weit die oben geschilderte Warburgmethode repro- 
duzierbare Ergebnisse liefert, wurde in 6 Parallelen (F, des Moders) 
der Sauerstoffverbrauch gemessen. Er betrug — ausgedriickt in Mikro- 
liter — je Stunde: 47,3; 47,4; 48,1; 48,2; 48,4; 48,8. Die Ergebnisse 
zeigten also befriedigende Ubereinstimmung. 

Als Bezugsbasis fiir die Sauerstoffzehr dient nach dem Vorschlag von 
ENGEL (1934) die organische Substanz (C x 1,72). Da lebende Wurzeln 
und Bodentiere so gut wie modglich aus dem Untersuchungsmaterial 
entfernt wurden, diirften die Werte der Sauerstoffzehr weitgehend der 
, Humusatmung entsprechen. 

Schon bei orientierenden Vorversuchen stellte sich heraus, daB die- 
selbe Probe — zu verschiedenen Zeiten analysiert — unterschiedliche 
Ergebnisse lieferte. Bei langerer Lagerung der Proben lie8 namlich die 
Atmungsintensitaét nach, und zwar wahrend der ersten 10 Tage nur 
langsam, in der Folgezeit jedoch ziemlich rasch (siehe Abb.2), darauf 
war der Abfall weniger ausgepragt. Umstellungen in der Mikroorganismen- 
population als Folge der veraénderten Umweltbedingungen verursachen 
vermutlich diesen deutlichen Atmungsriickgang. Daher wurden die 
Atmungsmessungen stets innerhalb einer Woche nach der Proben- 
entnahme durchgefiihrt. 


02 -Verbrauch (in wl/h) 
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Neben der Veratmung bodeneigener organischer Substanz (Kontrolle) 
wurde die Atmungsintensitaét nach Zugabe von Glucose, Pepton, Pectin 
und Cellulose gemessen. In Abb.3 ist der Sauerstoffverbrauch von Proben 
aus der unteren Vermoderungsschicht des Moders im Verlauf eines 
10stiindigen Versuches dargestellt. Es zeigt sich, daB Cellulose die 
Atmung nur wenig erhdht gegeniiber der Kontrolle. Hingegen nimmt 
sie bei Pectin-, Glucose- und vor allem bei Peptonzusatz erheblich zu. 
Die Kurven fiir den Sauerstoffver- 
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Wochen Abb.3. Sauerstoffverbrauch in der unteren 
Abb. 2. Atmungsabfall im Verlaufe einer fast Vermoderungsschicht des Moders bei Ver- 
Swéchigen Lagerung, gemessen an Material aus atmung des bodeneigenen organischen 
der unteren Vermoderungsschicht des Moders Materials (Kontrolle) und nach Zusatz 


von Cellulose, Pectin, Glucose und Pepton 


gekriimmt sind sie nach Pectin-, Glucose- und besonders nach Pepton- 
zusatz. Wird der Boden nicht nur befeuchtet, sondern vollig suspendiert, 
so verzégert sich bei Peptonzugabe zunaichst der Anstieg, dann aber 
nimmt die Kurve einen immer steileren Verlauf. 

Um bei den folgenden Versuchen die Atmungsintensitaét zahlenmabig 
durch einen Wert auszudriicken, wird das arithmetische Mittel aus dem 
Sauerstoffverbrauch der ersten 3 Std benutzt (0,-Verbrauch/Stunde). 

Das lockere Einfiillen des Bodens in die GefaBe gewahrleistet eine 
hinreichende Sauerstoffversorgung. Garungen groBeren Ausmafies treten 
nicht auf, worauf die Respirationsquotienten hinweisen. Bei dem F,- 
Material des Moders betrug der Respirationsquotient nach Glucose- 
Zusatz 1,02, nach Pepton-Zusatz 0,92 und bei Veratmung der boden- 
eigenen organischen Substanz 0,78. 
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b) ,,Humusatmung in Mull, M oder und Rohhumus 


Bei den vorliegenden Laborversuchen wurden sowohl die Temperatur-, 
Feuchtigkeits- als auch Beliiftungsverhaltnisse optimal gestaltet. Wir 
bestimmen also die Fahigkeit der Mikroorganismen, das organische 
Material der jeweiligen Humusbildung unter den giinstigen Bedingungen 
des Labors zu veratmen. Da die Proben zur selben Jahreszeit entnommen 
wurden, ist es méglich, ihre Atmungsintensitét miteinander zu ver- 
gleichen. Dagegen li8t eine einmalige Messung der CO,-Bildung am 


(uh Moder Rohhumus Rohhumus 
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Abb. 4. Sauerstoffverbrauch in den einzelnen Humusbildungen bei Veratmung des organischen 
Materials von Férna, Vermoderungs- und Humusstoffschicht 


Standort kaum allgemein giiltige Aussagen zu, denn sie wird erheblich 
beeinfluBt durch die schwankenden Temperatur-, Feuchtigkeits- und 
Durchliiftungsverhaltnisse, und es ware daher erforderlich, die Atmung 
tiber einen langeren Zeitraum zu verfolgen. 

Die Ergebnisse der Laborversuche zeigt Abb.4. Férna und Ver- 
moderungsschicht aller Flachen weisen eine betrachtliche Sauerstoff- 
zehr auf. Vergleichen wir die Atmungsintensitaét dieser Schichten in 
den einzelnen Humusformen miteinander, so fallt auf, daB sowohl in 
der L- als auch in der F-Schicht von Moder und Rohhumus der Sauer- 
stoffverbrauch annahernd die gleichen Ausma8e erreicht, nur im Mull 
liegt er etwas hoher. Die geringen Unterschiede zwischen Moder und 
Rohhumus ergeben sich offenbar aus dem noch relativ reichen Nahrstoff- 
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angebot in der L- und F-Schicht, das den Mikroorganismen eine intensive 
Lebenstatigkeit erméglicht. 

In der Humusstoffschicht sinkt die Atmungsaktivitét der Mikro- 
organismen, worauf bereits Menin (1934) hinwies. Er fand an sterili- 
siertem und mit Pilzen beimpftem Material in der Humusstoffschicht 
einen Riickgang der CO,-Bildung gegeniiber der Vermoderungsschicht 
auf 4/5. 

Bei den vorliegenden Untersuchungen erniedrigte sich die Aktivitat 
von der F,- zur H,-Schicht im Mull und Moder auf etwa 1/,, im Roh- 
humus auf 4/, bzw. auf 1/,;. Diesen Atmungsabfall in der Humusstoff- 
schicht miissen wir unter anderem zuriickfiihren auf eine Verarmung des 
organischen Bodenmaterials an leichter angreifbaren Substanzen und 
auf eine Anreicherung der widerstandsfaihigeren Komponenten, darunter 
auch die Humusstoffe, die sich im Verlauf der Aufarbeitung des Be- 
standesabfalles gebildet haben. Die Huminsauren selbst konnen nur von 
bestimmten Arten als Stickstoffquelle verwertet werden (FLaIe u. 
Scumipt 1957; ScHONWALDER 1958). In dem je nach Humusform ganz 
verschiedenen Material der Humusstoffschicht entfalten die Mikro- 
organismen eine recht unterschiedliche Aktivitat. Setzen wir die Atmungs- 
intensitat der oberen Humusstoffschicht des Mulls gleich 100, so betragt 
sie fiir den Moder 91°/o, fiir den Feuchtrohhumus (Flache 3) 46°/, und 
fiir den typischen Rohhumus (Flache 4) nur noch 24°/,. Hiermit kristalli- 
siert sich ein wesentliches Kriterium heraus, die betrachteten Humus- 
formen mikrobiologisch gegeneinander abzugrenzen. 

Die Aktivitat der Mikroorganismen in der Humusstoffschicht von Mull, 
Moder und Rohhumus weist nicht nur eine Beziehung auf zu dem Gehalt 
der organischen Substanz an Nahrstoffen (vgl. Tab.2), sondern auch zu 
dem an bestimmten Huminsauren. Da bei der zur Extraktion der Humin- 
siuren angewandten Methode keine Salzsiurebehandlung vorausging 
(vgl. Abschnitt A), wurden die fester an Ton gebundenen Humusstoffe 
nicht erfaBt (SPRINGER 1948), ferner wegen der staérkeren NaOH- 
Konzentration auch nicht die elektrolytempfindlichen Grauhuminsauren. 
Extrahiert wurden im wesentlichen die nicht an Tone gebundenen, leicht 
dispergierbaren Braunhuminsauren und deren Vorstufen. Es ergibt sich 
eine Korrelation zwischen ,,Humusatmung“ und dem Gehalt der organi- 
schen Substanz an leicht dispergierbaren Braunhuminsduren und deren 
extrahierbaren Vorstufen, und zwar sinkt mit ihrer Zunahme der Sauer- 
stoffverbrauch (vgl. Abb.5). Werden auch die Grauhuminsauren extrahiert 
oder die fester gebundenen Humusstoffe, so besteht der in Abb.5 dar- 
gestellte Zusammenhang nicht mehr. 

Die Atmung der Mikroorganismen weist also eine gewisse Abhangig- 
keit von der Beschaffenheit der organischen Substanz auf. Besteht nun 
andererseits auch eine Beziehung zwischen Aktivitaét der Mikroorganismen 
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und der Durchwurzelung durch die héheren Pflanzen? Wie bereits 
in Abschnitt C2 erwihnt, entwickeln sich die Mycorrhizen im Mull 
hauptsichlich in der Humusstoffschicht. Je ungiinstiger die Humusform 
wird, desto mehr dringen die Mycorrhizen in die Vermoderungsschicht 
vor. Auch an der Wurzelverbreitung der Krauter lassen sich ent- 
sprechende Beobachtungen anstellen. So sendet z. B. Miliwm effuswm in 
der Mullflache den groBten Teil seiner Wurzeln in die Humusstoffschicht, 
in der Rohhumusflaiche 3 (hier tritt diese 
Art noch sporadisch auf) verlaufen fast 


| alle Wurzeln in der oberen Vermoderungs- 
© ull schicht. Im Mulliiberwiegen Krauter, deren 
° ("oder Rhizome bzw. Wurzeln sich in der Humus- 


+ Rohhumus (Hache 3) 
x Rohhumus (Hache #) 


stoffschicht ausbreiten, wahrend im Roh- 
humus die Wurzeln vieler Krauter haupt- 
sichlich die Vermoderungsschicht durch- 
ziehen. ELLENBERG (1939) berichtet tiber 
entsprechende Beobachtungen in Eichen- 
und Buchen-Mischwaldgesellschaften 
Nordwestdeutschlands und fihrt als 
Ursache fiir die unterschiedliche Wurzel- 
verteilung den Saéuregrad an ,,oder mit 
diesem zusammenhangende Eigenschaften 
des Bodens‘. Als derartige Eigenschaften 
des Bodens miissen wir unter anderem die 
Aktivitét der Mikroorganismen ansehen, 

/og des 0 - Verbrauches denn durch ihre Tatigkeit wird organisches 
Abb. 5. Beziehung zwischen Atmungs- Material mineralisiert und somit Nahr- 
intensitiét und dem Gehalt der organi- stoffe fiir die Wurzeln der Pflanzen auf- 


schen Substanz an Braunhuminséiuren 
sowie deren Vorstufen geschlossen. 


c) Die individuelle Leistung der Mikroorganismen 


Wie schon angefiihrt, dient als Bezugsgrundlage sowohl fiir die Atmung 
als auch fiir die Keimzahlen der Gehalt der Proben an organischer 
Substanz. Hs ist daher méglich, Atmung und Keimzahl direkt mitein- 
ander zu vergleichen und die stiindliche Sauerstoffzehr je Keim zu 
berechnen. 

Das Ergebnis (siche Tab.3) gibt Auskunft tiber die individuelle 
Leistung der Mikroorganismen beim Abbau der bodeneigenen organi- 
schen Substanz. Sie erreicht in der Férna aller Flaichen betrachtliche 
Werte, zweifellos eine Folge des relativ hohen Nahrstoffangebotes in 
dieser Schicht und der noch diinnen mikrobiellen Besiedlung. Im Mull 
und Moder geht dann die individuelle Leistung von der oberen Ver- 
moderungsschicht zur Humusstoffschicht kontinuierlich zuriick, im Mull 
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auf etwa 1/; und im Moder auf etwa 4/3, wahrend sie sich im Rohhumus 
auf annahernd der gleichen Hohe halt. Wir kommen also zu der zunachst 
eigenartig anmutenden Feststellung, daB die individuelle Leistung in der 
unteren Vermoderungs- und in der Humusstoffschicht des Rohhumus 
groBere AusmaBe erreicht als in den entsprechenden Schichten des Mulls 
und Moders. Als Erklarung hierfiir mag folgende Uberlegung dienen: 
Die hier im einzelnen nicht naher zu schildernden speziellen Standorts- 
bedingungen des Rohhumus (eingehend sind sie bei HANDLEY 1954 be- 
handelt) treffen bei der Ansiedlung und Entwicklung der Mikroorganis- 
men eine strenge Auslese, so daB der relativ geringen Artenzahl ein 


Tabelle 3. Stiéndlicher Sawerstoffverbrauch je 1 Million Keime 


Fliche | Schicht ae ci Fliche | Schicht Wee 
Mull L 38,2 Moder L 9,9 
(Nr.1) | F, oe (Nr. 2) F, 2,6 
F, 2,3 F, 2.1 
H, 0,8 H, 0,8 
H, 0,6 
Roh- L 17,9 Roh- L 28,2 
humus F, 23, humus Bee Ne 5,9 
(Nr. 3) F, 6,4 (Nr. 4) F, 13,1 
F, 2,9 F, 6,4 
H, 2,0 H, 4,1 
H, 2,4 H, 4,3 


verhaltnismaBig hohes Nahrstoffangebot gegeniibersteht. Dariiber 
hinaus zeigt die Diinnschliffuntersuchung am Polarisationsmikroskop 
zwischen gekreuzten Nicols, da8 im Gegensatz zum Mull und Moder 
in den unteren Humusschichten immer noch Cellulose vorkommen kann, 
die eine bessere Energiequelle darstellt als das Lignin und seine braun 
verfarbten Umwandlungsprodukte. Hanpixy (1954) fihrt den zdgernden 
Celluloseabbau im Rohhumus auf Gerbsauren zuriick, die die Cellulose- 
zersetzung erschweren. 

AuBerdem fanden die Atmungsmessungen unter den optimalen Be- 
dingungen des Labors statt, die am Standort nicht immer verwirklicht 
sind. In der Rohhumusfliche 3 werden die Abbauvorginge in der unteren 
Vermoderungsschicht und in der Humusstoffschicht zeitweise durch 
Nasse gehemmt, in der Rohhumusflache 4 mit ihrem Sanduntergrund 
kénnen sich Trockenperioden unter Umstiinden starker auswirken und 
somit die Zersetzung des Bestandesabfalles verzogern. 

Es mu8 betont werden, daB die groBe individuelle Leistung der Mikro- 
organismen im Rohhumus scharf zu trennen ist von der einseitigen 
Leistung der relativ individuenarmen Population, die zur Anhaufung 
bestimmter Reste des Bestandesabfalles fihrt. 
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d) Sauerstoffverbrauch nach Zugabe von Glucose, Pepton, Pectin oder Cellulose 


Die im vorigen Abschnitt geschilderten Versuche gewahrten einen 
Einblick sowohl in die Gesamtleistung aller in den einzelnen Bodentypen 
vorkommenden Mikroorganismen als auch in ihre individuelle Leistung. 
Im Mull und Moder zeichnet sich die Humusstoffschicht durch eine hohe 
Gesamtleistung aus, hingegen ist die individuelle Leistung gering. In der 
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Abb. 6a u. b. Atmungssteigerung in der L-, F- und H-Schicht der verschiedenen Humusbildungen 
nach Zusatz von Cellulose und Glucose 


Humusstoffschicht des Rohhumus treffen wir die umgekehrten Verhalt- 
nisse, hier erscheint die individuelle Leistung groB und die Gesamt- 
leistung niedrig. 

Um zu priifen, ob in der Humusstoffschicht des Mulls und Moders die 
Mikroorganismen wirklich weniger leistungsfaihig sind als im Rohhumus 
oder ob sie ihre Aktivitaét nur aus Mangel an abbaubarer organischer 
Substanz nicht voll entfalten kénnen, wurden den Bodenproben ver- 
schiedene organische Stoffe zugesetzt und ihr Einflu8 auf den Sauerstoff- 
verbrauch gemessen. 

Wie Abb.6 zeigt, bewirkt Zugabe von Glucose, Pepton oder Pectin 
zur Horna oder Vermoderungsschicht im typischen Rohhumus eine 
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Atmungssteigerung, die nicht iiber 260°/, hinausgeht, wihrend die Werte 
der iibrigen Flichen annahernd iibereinstimmen und maximal 445°/, 
erreichen (bei Peptonzusatz zum F, des Moders). Die relativ geringen 
Differenzen zwischen Mull, Moder und Feuchtrohhumus (Flache 3) 
diirften zum Teil darauf zuriickzufiihren sein, daB in der F,- und F,- 
Schicht noch kein empfindlicher Mangel an Atmungssubstanz herrscht. 
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Abb. 6c u. d. Atmungssteigerung in der L-, F- und H-Schicht der verschiedenen Humusbildungen 


nach Zusatz von Pectin und Pepton 

Gewisse Higentiimlichkeiten des Kurvenverlaufes stimmen in der Ver- 
moderungsschicht von Mull, Moder und Feuchtrobhumus (Flache 3) 
iiberein. So steigt nach Zugabe von Pectin die Atmung vor allem in der 
F,-Schicht (Bakterien zu Pilze im Durchschnitt der 3 Flachen wie 29:1); 
wahrend die Erhdhung in der F,-Schicht geringer war. Dagegen nahm 
nach Peptonzusatz die Atmung besonders in der F,-Schicht erheblich zu 
(Bakterien zu Pilze im Durchschnitt der 3 Flachen wie 7:1). 

Im Rohhumus tiber Pseudogley (Flache 3) nimmt die Fahigkeit, zu- 
gefiihrte Stoffe zu zersetzen, von der Vermoderungs- zur Humusstoff- 
schicht deutlich ab. Vielleicht steht diese Beobachtung im Zusammen- 
hang mit den Nasseperioden an diesem Standort. 
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Im Gegensatz zur Férna und Vermoderungsschicht lat sich in der 
Humusstoffschicht mit ihrem hohen Gehalt an schwerer zersetzlichen 
organischen Stoffen bei den einzelnen Humusformen eine recht unter- 
schiedliche Forderung beobachten. Im Mull steigt die Atmung in der 
H,-Schicht nach Pepton-, Pectin- oder Glucosezusatz durchschnittlich 
auf 515°/,, im Moder auf 345°/, und im Rohhumus auf 181°/). In der 
unteren Humusstoffschicht des Mulls ergibt sich sogar eine Zunahme des 
Sauerstoffverbrauchs auf durchschnittlich 786°/,. Durch Zufuhr von 
Atmungsmaterial kann also vor allem im Mull die Aktivitat der Mikro- 
organismen stark erhéht werden, was beweist, daB die geringe individu- 
elle Leistung lediglich auf einem Mangel an leichter abzubauender 
Substanz beruht, der eine Folge der intensiven Zersetzung in der Ver- 
moderungsschicht ist. 


D. Die Rolle der Pilze bei der Aufarbeitung des Bestandesabfalles 


Wie in Abschnitt C2 gezeigt, iibertreffen in der oberen Vermoderungs- 
schicht die Bakterien zahlenmaBig die Pilze um ein Vielfaches. In der 
unteren Vermoderungsschicht breiten sich die Schimmelpilze starker 
aus, und das Verhaltnis von Bakterien zu Pilzen hat sich im Durchschnitt 
aller Flachen von 18:1 (F,-Schicht) auf 6:1 (F,-Schicht) verschoben. 
Die Leistungen dieser niederen Pilze beim Abbau der schwerer zersetz- 
lichen Anteile des Bestandesabfalles sind aber gering. Lignin kénnen sie 
wahrscheinlich nicht angreifen (FiscHER 1953) und Cellulose nur wenige 
Vertreter dieser Gruppe. So erwies sich als kraftiger Cellulosezersetzer 
(Untersuchungsmethode nach vAN ITERSoN 1904) T'richoderma koningi, 
weniger rasch wurde die Cellulose durch Trichoderma lignorum und 
Cladosporium herbarum abgebaut. Dagegen waren Mucorineen (Mucor 
hiemalis, M. silvaticus und Mortierella polycephala) hierzu nicht in der 
Lage, wie auch Haarm (1907) und JoHann (1932) betonen. 


Da die Schimmelpilze eine relativ geringe Rolle beim Abbau der 
schwerer zersetzlichen Substanzen spielen, mtissen wir unsere Aufmerk- 
samkeit auf jene Pilze richten, die Lignin angreifen kénnen, namlich 
viele Vertreter der saprophytischen Basidiomyceten. Wie schon erwahnt, 
durchziehen diese Pilze die Vermoderungsschicht des Mulls mit ihren 
zahlreichen weiBen Mycelstrangen. Die meisten ligninzersetzenden Basidio- 
myceten bauen gleichzeitig Cellulose ab (FatcK 1930; LrinpEBERG 1944, 
1946; Mrkona 1956). Die durch derartige Pilzeinwirkung hellgelb ver- 
farbten Blatter erscheinen bald skelettiert, und schlieBlich bleiben nur 
noch die stiirker verholzten Hauptnerven iibrig, die beim Ubergang in 
die mineralreiche Humusstoffschicht rasch zersetzt werden, offenbar 
unter erheblicher Beteiligung von Streptomyceten, die sich hier bevorzugt 
ansiedeln. 
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In der Vermoderungsschicht des Rohhumus kommen Nester mit 
weifem Mycel saprophytischer Basidiomyceten nicht in dem Umfange 
vor wie im Mull. Zwar sind auch im Rohhumus haufig Basidiomyceten 
anzutreffen, aber es handelt sich gré8tenteils um Mycorrhizabildner. 
Nach MELrn (1925) sind Hymenomyceten, die an Forstbiumen Mycor- 
rhizen bilden, unfahig, Cellulose anzugreifen. Dariiber hinaus stellte 
LINDEBERG (1948) fest, daB viele Mycorrhiza-Pilze im Gegensatz zu den 
streuzersetzenden Basidiomyceten Phenoloxydasen nicht oder nur in 
geringer Menge bilden kénnen. Der Ligninabbau wird deutlich sichtbar 
in der Vermoderungsschicht des Mulls durch die hellgelb verfarbten 
Blatter. Diese sind im Rohhumus weniger verbreitet, hier tiberwiegen 
solche Blatter, die noch ihre braune Tonung aufweisen. Wir kénnen 
daraus schlieBen, da in der Vermoderungsschicht des Rohhumus 
Lignin in geringerem Umfange abgebaut wird als im Mull. Ahnlich 
auBerte sich bereits FatcK (1930), der betonte, daB die ,,Destruktion‘ 
(Cellulose wird mehr oder weniger abgebaut und das Lignin bleibt er- 
halten) zur Bildung von Rohhumus fiihrt. Es ergibt sich hieraus ein 
weiteres mikrobiologisches Unterscheidungsmerkmal der Humusformen. 


Zusammenfassung 

In vier unterschiedlichen Humusbildungen (1. Mull, 2. Moder, 3. Feucht- 
rohhumus, 4. Typischer Rohhumus) wurde die Besiedlung mit Mikro- 
organismen und die Atmungsaktivitat untersucht. 

Die Flachen 2 und 3 tragen einen reinen Buchenbestand, in Flache 1 
treten neben der dominierenden Buche noch auf: Fraxinus excelsior und 
Acer pseudoplatanus, in Flaiche 4: Quercus petraea, Pinus silvestris und 
Betula verrucosa. Die Probeflaichen unterscheiden sich deutlich durch 
ihre Bodenflora sowie durch ihr Bodenprofil (Eutrophe Braunerde, 
Podsolige Braunerde, Pseudogley-Podsol und Eisenhumus-Podsol). 

In allen Flachen zeigt die Férna eine nur relativ geringe Keimzahl, 
wahrend die obere Vermoderungsschicht den tippigsten Besatz mit Mikro- 
organismen aufweist. Im Mull und Moder bleiben diese hohen Keim- 
zahlen auch in der unteren Vermoderungsschicht und Humusstoffschicht 
nahezu erhalten. Im Rohhumus erfolgt dagegen ein starker Riickgang. 
In Flache 3 werden in der unteren Vermoderungsschicht nur noch 18°/, 
des Keimgehaltes der oberen Vermoderungsschicht gefunden, in Flache 4 
ea les 

Das Verhaltnis von Bakterien zu ,,Schimmelpilzen“ betragt im Mull 
22:1, im Moder 11:1, im Feuchtrohhumus 8:1 und im typischen Roh- 
humus 0,9:1. 

Der Sauerstoffverbrauch beim Abbau der bodeneigenen organischen 
Substanzen stimmt im Rohhumus und im Moder sowohl in der Forna 
als auch in der Vermoderungsschicht annahernd iiberein, lediglich im 
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Mull liegen die Atmungswerte etwas hoher. In der Humusstoffschicht 
ist in allen Flachen die Atmung geringer, offenbar macht sich hier ein 
Mangel an leichter angreifbaren organischen Stoffen bemerkbar. Mull, 
Moder und Rohhumus unterscheiden sich deutlich durch ihre Atmungs- 
aktivitat in der Humusstoffschicht. Diese betragt im Moder 91°/) des 
Mulls, im Feuchtrohhumus 46°/, und im typischen Rohhumus nur 
noch 24°/,. 

Die Atmungsaktivitit der Mikroorganismen steht in Beziehung zu 
dem Gehalt der organischen Substanz an leicht extrahierbaren Braun- 
huminsaduren und deren Vorstufen. Mit ihrer Zunahme sinkt der Sauer- 
stoffverbrauch. 

Die individuelle Leistung der Mikroorganismen (Atmung/Keimzahl) 
nimmt von der Foérna zur Humusstoffschicht ab, und zwar im Mull 
starker als im Rohhumus. Dieser betrachtliche Riickgang scheint im 
Zusammenhang zu stehen mit der Erschépfung des Nahrsubstrates, 
denn Zugabe von Glucose, Pepton oder Pectin bewirkt in der Humus- 
stoffschicht des Mulls wesentlich gré8ere Atmungssteigerung als im 
Rohhumus. 

Das Mycel saprophytischer Basidiomyceten tritt in der Vermoderungs- 
schicht des Mulls reichlicher auf als im Rohhumus, ebenso die durch 
Einwirkung dieser Pilze hellgelb verfarbten Blatter (Ligninabbau). 


Die Arbeiten wurden durchgefiihrt auf Anregung von Herrn Prof. Dr. KUBIENA. 
Herrn Prof. Dr. Wuck sowie Herrn Prof. Dr. Kusritna danke ich herzlich fir 
ihre Unterstiitzung, ebenso der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir ein Stipen- 
dium. Herrn Prof. Dr. Mevrus und Herrn Prof. Dr. Encrn danke ich fiir einen 
Arbeitsplatz und fiir apparative Ausriistung, desgleichen der Joachim Jungius- 
Gesellschaft der Wissenschaften zu Hamburg. Die zustiindigen Forstbehérden 
waren behilflich bei der Auswahl der Probeflachen. 
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Aus dem Mikrobiologischen Laboratorium der Farbwerke Hoechst AG. 


Die Lochkartei als Hilfsmittel bei der Klassifizierung von 
Streptomyceten * 


Von 
K. H. WALLHAUSSER 


Mit 6 Textabbildungen 


(Hingegangen am 13. Oktober 1958) 


Durch die grofe Bedeutung der Antibiotica und die rasche Ent- 
wicklung auf dem Gebiete der Antibioticaforschung sind in den letzten 
15 Jahren die Streptomyceten immer mehr in den Brennpunkt unserer 
Interessen geriickt. Die im Handel befindlichen Antibiotica werden, mit 
Ausnahme des Tyrothricins und Penicillins, alle von Streptomyceten 
gebildet. In fast allen Landern der Welt wird auf diesem Gebiet intensiv 
gearbeitet, und in jedem Jahr werden mehr als 50 ,,neue“‘ Streptomyces- 
Arten beschrieben. 

Dieser raschen Entwicklung vermag die Klassifizierung, insbesondere 
die Uberarbeitung der Bestimmungsschliissel, nicht mehr nachzukom- 
men. Die Folge davon ist, daB eine Bestimmung tiberhaupt unméglich 
wird, da ja der Bearbeiter mit einem langst veralteten Schliissel arbeitet. 
In den meisten Laboratorien wird der in BrerGrys Manual festgelegte, 
von WaksMAN u. HENRICI ausgearbeitete Bestimmungsschliissel be- 
nutzt. Wahrend in der 6. Auflage dieses Buches (1948) nur 73 Strepto- 
myces-Arten aufgefiihrt waren, sind in der 7. Auflage von 1957 bereits 
149 Arten verzeichnet. KRassILNrKov (Moskau 1949) legt seinem Schliissel 
53 Arten und 147 Varianten zugrunde. Die Beschreibung der in den 
Schliisseln genannten Arten reicht jedoch in den wenigsten Fallen zu 
einem Vergleich mit einem neu isolierten Stamm aus. Die in den Schliis- 
seln zusammengestellten Arten sind meistens von verschiedenen Be- 
arbeitern beschrieben worden, wobei jeder andere Nahrbéden verwendet 
und nach anderen Gesichtspunkten vorgeht. Das Fehlen von standardi- 
sierten Na&hrbéden und Begriffen macht sich daher sehr nachteilig 
bemerkbar. Bislang wird in den meisten Fallen ein dichotomer Bestim- 
mungsschliissel benutzt. Unterschiede bestehen nur hinsichtlich der 
Bewertung der einzelnen Merkmale. 


* Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Ripprn, zu seinem 70. Geburtstag 
gewidmet. 
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Hinsichtlich der Zuverlassigkeit dieser Merkmale, ihrer Konstanz oder 
Variabilitat, bestehen jedoch bei den einzelnen Autoren betrachtliche 
Meinungsverschiedenheiten. In der nachfolgenden Tabelle sind die 
jeweils benutzten Primarmerkmale zusammengestellt: 


Tabelle. Primdrmerkmale zur Aufstellung von Bestimmungsschliisseln 


Farbe b 6s- 

Sporophorentyp des Luftmycels a ets des pargin teat ee Beets 
DRECHSLER WOoOLLENWEBER | HESSEL- Bawpacct et al. | WAKSMAN 

1919 1921 TINE et al. 1953/1954 1919 

1954 

KRASSILNIKOV BURKHOLDER JENSEN 1930 

1941 1954 
Yamaauoni etal. | Kutznpr 1954 

1955 
PripHaM etal. Mistex 1955 

1958 

Gauze et al. 
1957 


Welche Schwierigkeiten bei der Bestimmung nach einem dichotomen Schliissel 
bestehen, geht am besten aus dem folgenden Beispiel hervor: PRrDHAM u. Mitarb. 
reihen 12 Streptomyces griseus-Stamme in die Rectus flexibilis-Gruppe ein, bei 
KRassI“nikov dagegen erscheint Str. griseus in der Spira-Gruppe. Auch Strepto- 
myces antibioticuws ATCC 8663 und Str. natalensis bilden neben gewellten Sporo- 
phoren gelegentlich wenige Spira-Formen, so da auch hier eine Kinreihung schwer 
sein diirfte. Von dieser ersten Entscheidung jedoch hangt die ganze nachfolgende 
Bestimmung ab. Ebenso ist es bei Str. fradiae, der von PRIDHAM u. Mitarb. in die 
Spira-Gruppe eingereiht wird, waihrend in der Beschreibung von WAKSMAN u. 
Heynrict (1948) betont wird, da8 keine Spiralen vorliegen. Auch KRASSILNIKOV 
reiht Str. fradii — gemeint ist sicher fradiae — in die Spira-Gruppe ein. 

Noch gréSeren Schwierigkeiten begegnet man bei dem Bestimmen nach dem 
Schliissel von WAKSMAN u. Hmwricr, wenn es beispielsweise um die Kinordnung in 
Gruppe I A (lésliches Pigment auf organischen Medien schwach braun, goldgelb 
oder blau; Pigment kann auch ginzlich fehlen) oder Gruppe I F (kein lésliches 
Pigment auf Gelatine oder anderen Medien) geht. Wenn bei einem Organismus das 
lésliche Pigment ganzlich fehlt, so wird man ihn zwangslaufig in die Gruppe I F 
einordnen, deren Vertreter ja kein lésliches Pigment bilden. 

Wir haben haufig die Beobachtung gemacht, dab die Bildung eines léslichen 
Pigmentes nicht nur vom Nahrmedium, sondern auch von der Ziichtungstemperatur 
abhangig ist. So bildet beispielsweise unser Stamm FH 3459 auf Glucose-Agar und 
Emerson-Agar nur bei 22° C, nicht jedoch bei 37° C einen blauvioletten Farbstoff, 
der im sauren px-Bereich nach rot umschlagt. Dieser Organismus ist nicht mit 
Str. coelicolor (Spira-Gruppe) identisch, sondern gehért nach seiner Sporophoren- 
form in die Rectus flexibilis-Gruppe. 

Noch schwieriger wird bei der Beurteilung der proteolytischen Aktivitat die 
Entscheidung, ob es sich um eine starke oder schwache Proteolyse handelt. Kine 
solche Entscheidung ist aber notwendig, um tiberhaupt in der Gruppe F eine 


weitere Bestimmung durchfiihren zu kénnen. 
iD: 
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Will man nun ganz sicher gehen, so ist es — bei Benutzung der vorgenannten 
Bestimmungsschliissel — notwendig, stets die zwei méglichen Wege, die der dicho- 
tome Schliissel bietet, einzuschlagen. 

Wir halten es fiir wiinschenswert, wenn die allgemeinen Bestrebungen 
zunachst weniger auf eine strenge Klassifizierung hinzielen, sondern 
sich zunachst mehr auf eine ,,vergleichende Systematik“‘ beschrinken 
wiirden. Noch ist bei den Streptomyceten alles im Flu8 und ein eben 
aufgestellter Bestimmungsschliissel ist, noch bevor er erscheint, bereits 
wieder tiberholt. Bis er jedoch neu aufgelegt wird, vergehen oft Jahre. In 
der Zwischenzeit aber bestimmt jeder nach dem veralteten Schliissel 
weiter, mit dem Ergebnis, daB8 zahlreiche Streptomyces-Arten in den 
verschiedensten Laboratorien der Welt ,,neu‘‘ entdeckt werden. 


Um dieser Entwicklung entgegenzutreten, schlagen wir die Benutzung 
einer Lochkartei, anstelle der bisher benutzten Bestimmungsschliissel, 
vor. Es ware sehr zu begriiBen, wenn jeder, der mit Streptomyceten 
arbeitet, seine ,neue‘‘ Streptomyces-Art auf eine solche Karteikarte 
eintragen und diese zusammen mit dem Stamm an eine noch festzu- 
legende ,, Internationale Kultursammlung“ einreichen wiirde. Dort wirde 
eine Nachbestimmung durchgefihrt, die Karteikarte nochmals itber- 
prift, vervielfaltigt, und an alle sich daftir interessierenden Institute 
und Firmen verschickt. Auf diese Weise wiirde jeder staéndig auf dem 
Laufenden gehalten werden. 


Die Benutzung von Lochkarten wiirde noch weitere Vorteile bringen. 
Es ware so moéglich, die einzelnen Arten, hinsichtlich aller Merkmale, 
viel besser untereinander zu vergleichen, als das beispielsweise bisher 
der Fall war oder auf Tabellen méglich ist. Man kann bei der Bestimmung 
auch weiterhin nach jedem beliebigen Schliissel vorgehen und so die 
Zuverlassigkeit der einzelnen Schliissel priifen. Werden beispielsweise 
nacheinander Sporophorentyp, Farbe des Luftmycels, Farbe des vege- 
tativen Mycels, Farbe des léslichen Pigmentes, Braunfarbung auf 
Peptonnahrbéden usw., jeweils als Primairmerkmal gewahlt, so mu man, 
wenn der jeweilige Schliissel richtig arbeitet, immer bei derselben Art 
enden. 


Auch die Zuverlassigkeit bzw. Variabilitat der einzelnen Merkmale 
kann bei Parallelbestimmungen an den Stiimmen der gleichen Art, in 
verschiedenen Laboratorien, mit Hilfe der Lochkarteikarten sehr leicht 
ausgewertet werden. Man wird auf diese Weise spater einmal exakter 
entscheiden kénnen, welche Merkmale nun fiir die Bestimmung von 
Streptomyceten unbedingt erforderlich und zuverlassig sind, und welche 
man entbehren kann. 

In dem nachfolgend niher beschriebenen Karteischliissel haben wir zundchst 


noch sehr viele Merkmale aufgenommen. Wir sind uns dessen bewuBt, daB nicht alle 
notwendig sind, aber erst die Erfahrung wird zeigen, welche wir vernachlassigen 
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k6énnen. Auch die Zah] der benutzten Nahrmedien ist noch sehr hoch, und man wird 


versuchen miissen, diese auf méglichst wenige zu beschrinken. 
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ist nun so angelegt, da in der linken oberen Ecke 
tragen wird. Die 5 oberen Lochpaare (18—14) 


Die Karteikarte (siche Abb. 1) 
die Art- bzw. Stammbezeichnung einge 
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der linken Seite (L) dienen zur Registrierung des Anfangsbuchstabens der Art- 
bezeichnung, z. B. allws = a wird nach dem Alphabet-Schliissel Abb. 2 ge- 
stochen. 

Fangen sehr viele Arten mit dem gleichen Buchstaben an, so kann noch der 
zweite Buchstabe (1, bei albus) mitgestochen werden (Lochpaare 13—9). Auf der 
rechten Kartenseite wird das von dem Streptomyceten gebildete Antibioticum 
vermerkt und mit Hilfe der Lochpaare R 1+5, bzw. 6—10, auf der rechten Seite 
gestochen. 

Auf dem oberen Rand der Lochkarte (O 1—28) werden die morphologischen 
Eigenschaften und unten (U 1—28) die physiologischen Eigenschaften, die auf dem 
Lochschliissel zur Karteikarte 
(siehe Abb. 3) aufgefiihrt sind, 
erfa8t. Das Vorhandensein einer 
bestimmten LEigenschaft wird 
mit +, das Fehlen mit — be- 
zeichnet. Im _ ersteren Falle 
wird tief, im letzteren flach ge- 
stochen. 

Durch das Lochpaar 28 werden 
die Staémme mit Luftmycel und 
Sporenbildung (+) von den un- 
versporten Arten getrennt. Die 
Lochpaare 24—27 kennzeichnen 
den Sporophorentyp und die Be- 
schaffenheit des Luftmycels. 
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Fir die Charakterisierung 
der Sporophoren haben wir 
die von PripHAM u. Mitarb. 
vorgeschlagene Nomenklatur 
benutzt (siehe Abb. 4). 


Neben den 7 Sporophorentypen 
(Kennzahl 1—7) wird in der ersten 
Rubrik zugleich die morphologi- 

Abb. 2. Alphabet-Schliissel sche Beschaffenheit des Luftmycels 

charakterisiert (Kennzahl 8—10). 

Hierfiir haben wir die von LinDEN- 

BEIN vorgeschlagenen Bezeichnungen teilweise tibernommen: pulverulentus (mehlig, 
pulverig), vellereus (samtig), lanatus (wollig). 


Mit Hilfe des Zahlenschliissels (1,2,4,7-Schliissel, siehe Abb.5), der hier mehrfach 
benutzt wird, kénnen bei 4 Lochpaaren 10 EHigenschaften erfa&t werden. Die 
Kennzahlen 1,2,4 und 7 sind auf die Schliisselkarte, oberhalb der Lochpaar- 
Nummer, aufgedruckt. Die Eigenschaften mit den Kennzahlen 1, 2, 4 und 7 werden 
gemaB dem Schliissel tief, die restlichen flach gestochen. 


‘~ 


Eps | etn 


R 


Sporen-Form: (1,2,4,7-Schlissel) 


Zur Charakterisierung der Sporenform werden lichtmikroskopische und 
elektronenmikroskopische Beobachtungen herangezogen. Als Standard- 
nahrboden wird Starkeagar (siehe 8. 177) benutzt. 
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Die Kennzahlen 1—3 beziehen sich auf die lichtmikroskopisch erfaBbaren 
morphologischen Eigenschaften (spharoid [kugelig], langoval und zylindrisch) und 
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Abb.3. Lochschliissel zur Karteikarte 


die Kennzahlen 6—9 auf die Charakterisierung der elektronenoptisch beobachteten 
Anhange, bzw. Oberflachenbeschaffenheit der Sporen. 
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Abb.4. Die Sporophoren-Typen 


Lochkartei als Hilfsmittel bei der Klassifizierung von Streptomyceten 177 


Farbe von Sporen und Luftmycel: (1,2,4,7-Schlissel) 

Die Angabe der Farbe erfolgt nach den auf Glucoseagar bzw. Emerson- 
Agar gemachten Beobachtungen. Es wurde dabei bewuBt auf die Angabe 
von Zwischenténungen (z.B. hellgrau, mausgrau, usw.) verzichtet, und 
nur 10 Hauptfarben festgelegt. 


Abb. 5. Zahlenschliissel 


Vegetatives Mycel: (Substrat-M ycel) 

Die Angaben erfolgen nach den Ergebnissen auf Glucose-Agar, 
Emerson-Agar und Starke-Agar. Zur Beurteilung der Beschaffenheit des 
Mycels werden 8 Eigenschaften, zur Charakterisierung der Farbung 
10 Hauptfarben aufgefiihrt. 


Lésliches Pigment 


Unter ,,loslichem Pigment“ verstehen wir gefairbte Substanzen, die in 
das Nahrmedium (Agar oder Kulturlésung) ausgeschieden werden und 
dieses verfirben. Die pq-Abhangigkeit der Farbe wird durch Extraktion 
der Kulturlésung mit n-Butanol bei py 2 und 8, und des Mycels mit 
Methanol, gepriift. Nach dem Abdampfen des Butanols bzw. Methanols 
im Vakuum erfolgt die Priifung auf Wasserldslichkeit. Butanolische, 
methanolische und waBrige Lésung werden anschliefiend unter der 
UV-Lampe auf das Vorhandensein fluorescierender Higenschaften unter- 
sucht. 

Fiir die Einstufung in die Farbskala wurden 7 Grundfarben gewahlt. 

Auf der unteren Seite der Schliisselkarte sind die physiologischen 
Kigenschaften aufgefiihrt. 

Zur Abtrennung jener Arten, die auf Peptonnahrbéden (Pepton- 
Gelatine) eine Braunfirbung ergeben, dient das Lochpaar Nummer 1. 

Fir die Bestimmung des Temperaturoptimums haben wir lediglich 
zwei Temperaturstufen gewihlt, 22 und 37° C. Gerade hierbei ergeben 
sich, hinsichtlich der enzymatischen Reaktionen, markante Unterschiede. 


Starkehydrolyse 
Nahrboden: Lésliche Starke 0,2°/,; K,HPO, 0,05°/,; MgSO,-7H,O 0,02°/); 
CaCl, 0,005°/,; NaNO, 0,005°/,; Asparagin 0,005°/); FeSO, 0,001°/,; Agar 1,5°/9; 
PH 7,4. 
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In Starkeplatten des oben genannten Nahrbodens werden mit einem sterilen 
Korkbohrer (@ 20 mm) zentral Locher eingestanzt, diese zur Halfte mit einer 
Agarschicht des gleichen Nahrbodens ausgefiillt und anschlieBend mit 0,1 ml einer 
48 Std alten Schiittelkultur beimpft. Bei der Auswertung wird die Platte mit 
Lugolscher Lésung iiberschichtet, die Hydrolysezone ausgemessen und das Tem- 
peraturoptimum angegeben. 


Gelatineabbau 
Nahrboden: Pepton 0,5°/,; Glucose 2°/); Gelatine 15°/); px 7,2°/o- 
Die Auswertung erfolgt in Gelatineplatten, die bei 18—20° C gehalten 
werden. 


Caseinhydrolyse 

Als Ersatz fiir die Lackmusmilchkultur priifen wir seit mehreren 
Jahren das Verhalten unserer Stémme auf Casein-Agar, dem wir gleich- 
falls Lackmus zusetzen. 

Diese, wie bei der Starkehydrolyse angelegten Platten lassen sich weit besser 
auswerten. Die Starke der Hydrolyse wird durch den Durchmesser der Hydrolyse- 
zone zum Ausdruck gebracht. Der Umschlag von Lackmus ist wegen der auf- 
tretenden Zonenbildung besser als in Milch zu beobachten. Eine Beurteilung des 
Koagulationsvermégens ist jedoch hierbei nicht méglich. 


Nahrboden: Magermilch 4 ml (auf 20ml Nahrboden) oder Casein 2°/9; 
Agar 1,5°/; pu 7,2. 


Calcium-Malatabbau 
Na&hrboden: Ca-Malat 1°/,; NH,Cl 0,05°/,; K,HPO, 0,05°/,; Glycerin 1%); 
Agar 1,5°/); px 6,8. 
Die Durchfiihrung des Plattentestes erfolgt wie bei der Starke- 
hydrolyse. Der Durchmesser der Abbauzone wird angegeben. 


Nitratreduktion 

Nahrboden: NaNO, 0,2°/,; K,HPO, 0,1°/); MgSO, - 7H,O 0,05°/,; KCI 0,05°/,; 
FeSO, 0,001°/,; Glycerin 3°/); Agar 1,5°/); px 6,6. 

Die Uberpriifung auf Nitratreduktion erfolgt in fliissiger Kultur-und 
auf Agar-Platten durch Angabe des Durchmessers der blaugefarbten 
(Nitrit-)Zone, die nach Uberschichten der Testplatte mit Trommsdorffs 
Reagens, bei Vorhandensein von Nitrit, auftritt. 


Die Produktion antibiotisch wirksamer Substanzen 
Wir sind uns dessen bewuBt, da die Bildung eines bestimmten 
Antibioticums nicht als Art-Merkmal gewertet werden kann. Es gibt 
zahlreiche Arten, die das gleiche Antibioticum bilden und auSerdem 
Stamme, die mehrere Antibiotica gleichzeitig produzieren. 
So findet man beispielsweise bei den Actinomycin-bildenden Organismen haufig 


Stémme, die neben diesem Antibioticum noch ein Polyen, Resistomycin oder 
Xanthomycin bilden. Zahlreiche weitere Beispiele lieBen sich hier anschlieBen. 
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Wenn wir nun trotzdem die Charakterisierung der gebildeten Anti- 
biotica in die Karteikarte aufgenommen haben, so geschah das, um auf 
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Abb. 6. Riickseite der Karteikarte 


diese Weise einen Uberblick iiber Vorkommen, Haufigkeit und Kombi- 
nation dieser so wichtigen Stoffwechselprodukte zu erhalten. 
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Wir haben uns jedoch auf einige wenige Aussagen beschrankt, die 
zunachst nur orientierenden Charakter haben und die mit verhaltnis- 
maBig einfachen Versuchen ermittelt werden kénnen. So wird erfaBt, ob 
das Antibioticum in der Kulturlésung oder im Mycel vorkommt, und ob 
es daraus mit Butanol (py 2 und 8) bzw. Methanol extrahierbar ist. Durch 
Verwendung von Testorganismen, die gegen bekannte Antibiotica 
resistent gemacht wurden, l48t sich auch die Gruppenzugehdrigkeit 
bestimmen. Weitere Aussagen, welcher Vertreter dieser Gruppe nun 
vorliegt, lassen sich jedoch nur anhand papierchromatographischer 
Untersuchungen machen. 

Die Festlegung des orientierenden Wirkungsspektrums (Kennzahlen 
1—4) erfolgt im Strichtest. Die Auswertung gegen Trichomonaden, 
Viren und Sarkome — die Aktivitat geht hier haufig mit der Wirksamkeit 
gegen Hefen parallel — diirfte wohl von besonderem Interesse sein, wird 
aber wohl nicht in jedem Laboratorium durchgefiihrt werden kénnen. 


Die jeweiligen Eigenschaften des betreffenden Streptomyceten werden auf der 
Vorderseite der Karteikarte eingetragen und mit Hilfe des vorgenannten Schliissels 
gelocht. Auf der Riickseite der Karteikarte (Abb.6) sind 14 der gebrauchlichsten 
Nahrmedien aufgefiihrt und die Aussagen tiber Wachstum, Kolonieoberflache 
(Form des vegetativen Mycels), Farbe des vegetativen Mycels, Farbe von Luft- 
mycel und Sporen, Farbe des léslichen Pigmentes, sowie besondere Bemerkungen 
(physiologische Eigenschaften) werden in die dafiir vorgesehenen Spalten ein- 
getragen. 

Ziel weiterer Untersuchungen wird es sein, die Zahl der benutzten 
Nahrmedien zu beschranken. Wir sind der Meinung, daB es geniigen 
wird, mit Glucose-Asparagin-Agar, Czapek-Dox-Agar (mit Staérkezusatz), 
Lackmus-Casein-Agar, Calciummalat-Agar und WNahr-Gelatine zu 
arbeiten. Dabei dient Czapek-Dox-Agar mit Starkezusatz sowohl zur 
Bestimmung des Sporophorentyps und der Sporenform, als auch zur 
Feststellung von Starkehydrolyse und Nitratreduktion. 

Die Versuche zur C-Quellen- und N-Quellen-Verwertung fiihren wir 
in graduierten 10 ml-Zentrifugenglasern, mit 3 ml Fillung, durch. Die 
Auswertung erfolgt nach 5tagiger Kultivierung auf der Schiittelmaschine 
(200 U/min) bei 28°C, durch Zentrifugieren, 10min bei 6000 U/min. 
Der prozentuale Anteil des Sedimentes wird bestimmt und mit der 
Normal-Kultur (Czapek-Dox-Lésung) verglichen. Auch hier laBt sich 
sicherlich die Zahl der verwendeten C-Quellen noch einschranken. 
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A microchemical method 
for detecting antifungal substances * 


By 
K.C. Lu, J. E. DAWSON and M. ALEXANDER 


(Eingegangen am 18. Februar 1959) 


There have been in the last few years several reports of substances 
present in soils which have a beneficial or a deleterious effect upon the 
growth of microorganisms. Certain of these substances appear to function 
as typical growth factors in enhancing microbial proliferation. Others 
clearly cause a suppression in development. In order to demonstrate the 
presence of substances inhibitory or stimulatory to soil fungi by use of 
any bioassay method, it must be sensitive enough to detect minute 
amounts of these compounds. If growth depressing or stimulating sub- 
stances are produced in soil, they would be present in concentrations 
smaller than those commonly formed in culture media. The procedure, 
moreover, must be reproducible and specifically suitable for use with 
fungi. The zone, plate and turbidimetric assays used for bacteria are not 
satisfactory for determining the effect of very small quantities of inhi- 
bitors on fungi. With this in mind, a sensitive assay has been devised in 
order to detect the presence of such substances in soils. The present paper 
is a report of a microchemical method which has been adapted for detec- 
ting various amounts of known inhibitors of Fusarium oxysporum f. 
cubense, the agent responsible for Panama disease of bananas, and is 
part of a study of the ecological factors in soil that affect the fusarium 
causing the banana wilt. 


Experimental Methods 


A culture of F. oxysporum f. cubense, obtained from Dr. R. H. Stover (United 
Fruit Company, La Lima, Honduras), was grown in 100 ml. of a synthetic medium 
for 48 hours at 30°C. The medium consisted of 0.5 g. KNO,; 1.0g. K,HPO,; 
0.25 g. KH,PO,; 0.12 g. CaCl, - 2H,O; 0.25 g. MgSO, - 7H,0; 37.5 mg. FeCl, - 6H,O 
and 33.33 g. sucrose dissolved in 1000 ml. distilled water. The culture was filtered 
through sterilized cheese cloth to obtain a uniform spore suspension, and 10 ml. of 
this filtrate was diluted with 290 ml. sterile distilled water. Uniformity of all lots of 
this diluted inoculum was determined by measuring the percentage of transmission 
at a wavelength of 650 mu. Assays were performed in 150 x 16mm. test tubes 
containing 3 ml. of the synthetic medium, 1 ml. of inhibitor and 1 ml. of the diluted 
inoculum. The cultures were incubated at 30°C. 


* Agronomy Paper No, 450. This work was supported in part by a grant from 
the United Fruit Company, Boston, Massachusetts. 
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At the time of analysis, the tubes were centrifuged at 800 x G for 30 minutes, 
washed twice with distilled water by centrifuge. The liquids were poured off and 
2.0 ml. of distilled water were pipetted into each test tube. 4ml. of potassium 
dichromate-sulfuric acid solution (1.27 gm. of potassium dichromate in 200 ml. of 
96°/, sulfuric acid) were added to each tube by means of an automatic pipette, and 
the contents mixed at once. After 30 minutes, the samples were read at 645 my. 
against a blank containing 2.0 ml. of distilled water and 4.0 ml. of dichromate 
solution. The amount of organic matter present was determined by use of a stan- 
dard curve with sucrose as the reference material. 


Results and Discussion 


The results in Table 1 show the inhibitory effect of mercuric chloride 
on the fungal growth. It is apparent from the standard errors presented 
in the table that the method is highly precise and provides an excellent 
assay tool for substances effective against fungi. With mercuric chloride, 
concentrations of 10 and 50 wg./ml. show a definite inhibition with the 
latter level completely preventing vegetative development. Concentra- 
tions lower than 2.0 wg./ml. produce no significant growth reduction. 


Table 1. Inhibitory effect of mercuric chloride on 
Fusarium oxysporum f. cubense* 


Organic matter** 
HgCl, concentration | — ne 


2 day 4 day 
vg./ml. mg. mg. 
50.00 0.05-+-0.00 0.05+0.00 
10.00 0.50-L0.00 1.25-++0.04 

2.00 0.55-£0.00 1.55-40.06 
0.40 0.60-L0.00 1.60-0.08 
0.08 0.60-L0.00 1.61-+40.09 
0.00 0.65+0.05 1.95-£0.00 


* Assay tubes received 15 mg. sucrose and 0.1 ml. of the filtered inoculum 
instead of amount suggested in procedure. 
** calculated as sucrose. 


In order to ascertain the effects of a specific antifungal agent, use was 
made of the antibiotic actidione whose action spectrum is limited mainly 
to this microbial group. Experiments with this antibiotic were carried 
out in the same manner as with mercuric chloride. The results are 
presented in Table 2. It is apparent from the data that the method is 
sensitive to very low concentrations of actidione, even less than 
0.10 wg./ml. The inhibition of these low levels is evident after 24 hours 
but somewhat longer incubation periods give greater differentiation 
between the various actidione concentrations. In more concentrated 
solutions, 100 wg./ml., the antibiotic completely prevented growth of 
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F. oxysporum f. cubense. This result is in agreement with the report of 
Wutrren (1950) for the toxicity of this substance to Fusarium oxyspo- 
rum f. lycopersict. 

Table 2. Effect of actidione on the growth of Fusarium oxysporum f. cubense 


Organic matter* 


Actidione 
concentration 
1 day 3 day 5 day 
wg./mol. mg. mg. mg. 
Nee ee ene ee a 
100.00 0.15.00 0.05-+.00 0.05.00 
50.00 0.15-+.03 0.20+.00 0.60+.00 
20.00 0.25-+.00 0.50+.004 0.90+.03 
5.00 0.40--.004 0.85.03 1.62+.002 
1.00 0.50+.03 1.10+.03 2.57+.13 
0.50 0.55.03 1.40+.03 2.52-17 
0.10 0.55.03 1.50+.15 21 T 2.26 
0.07 0.55.03 1.66.09 3.08+.09 
0.03 0.65+.03 1.66-+.11 3.57+.07 
0.01 0.65 -£.02 1.82-+.08 3.76+.03 
0.00 0.80-+.05 195s2.17 3.95-+.05 


* calculated as sucrose. 


The microchemical method described herein has certain advantages 
for measuring the effect of inhibitory or stimulatory substances on 
fungus growth. It is simple to perform, requires short incubation periods 
and is both sensitive and reproducible. For the determination, the total 
amount of organic substance or fungal growth should not exceed 3.7 mg. 
per tube, otherwise exhaustion of dichromate will prevent complete 
oxidation of the organic matter. 

In preliminary experiments an attempt was made at limiting growth 
to this amount by control of the amount of sugar per culture tube. To 
control total growth of fungus by this procedure required long incu- 
bation periods. Therefore, the effect of sugar concentration on fungus 
growth rate was investigated. It was found that a culture containing 
100 mg. of sucrose gave a satisfactory amount of growth in the shortest 
incubation period, 3 to 4 days. The greater growth of the control cultures 
presented in Table 2 as compared with those in Table 1 is a result of 
the effect of sugar concentration on growth rate. 

The procedure described has been applied to the demonstration of the 
presence in soil of factors which affect growth of the Panama disease 
fungus. The existence of such substances affecting other microorganisms 
is apparent from the reports of Dopss and Hrnson (1953) and Jackson 
(1958) who demonstrated fungistatic principles in soil, but their methods 
are qualitative and were not placed on a quantitative basis, a prerequi- 
site for chemical studies of the active material. The method further can 
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be used with no further modification for the estimation of stimulatory 
materials, similar to that described for soil bacteria by LocHHEAD and 
Burton (1956) and called the ‘‘terregens factor”. Aqueous extracts of 
several soils have been shown to contain a substance which enhances 
the growth of the fusarium and which may be as significant in fungus 
ecology as antagonistic compounds. These data will form the subject of 
a subsequent communication. 

It is important in such studies, however, to preclude possible oxygen 
deficiencies in the growth tube as a result of inoculating the test fungus 
immediately following autoclaving of the culture medium. 


Summary 
A microchemical method for detecting inhibitors of fungal growth has 
been devised. The procedure involves the determination of mycelium 
production by use of acidified potassium dichromate. The method is 
rapid, reproducible and is sensitive to the antifungal antibiotic, acti- 
dione, in concentrations of less than 0.10 wg./ml. when Fusarium oxyspo- 
rum f. cubense is used as the test organism. 
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Uber den Metallnachweis 
in quecksilber- oder kupferbehandelten Bakterien 


Von 
REINHARD TROGER 


Mit 4 Textabbildungen 
(Eingegangen am 31. Januar 1959) 


Kleinste Mengen von Schwermetallen werden mikroanalytisch mit 
spezifischen komplexbildenden Substanzen nachgewiesen. Oft ist es mit 
den ,,Indicatoren‘‘ méglich, weniger als ein Gamma Metall je Milliliter 
zu erfassen. 

In der Fungicidforschung wurden Metalle in Hyphen oder Conidien 
von Pilzen mit Hilfe von Komplexbildnern nachgewiesen. So konnte von 
GoLtpswortHy u. GREEN (1936) mit Nitroso-1,8-dihydroxynaphthalin- 
3,6-disulfosaurem Natrium Kupfer an oder in Sporen von Sclerotina 
fructicola, die auf Bordeaux-Briihe-Spritzbelag hafteten, aufgefunden 
werden. TROGER (1956, 1957) wies Kupfer in Conidien von Fusarium 
decemcellulare mit Diphenylearbazon und Natriumdiathyldithiocarbamat 
nach. Méncr (1958) benutzte Rubeanwasserstoffsiure fiir den Kupfer- 
Nachweis im Mycel von Mucor. Mit Hilfe des Kupfer-Komplexbildners 
Diphenylcarbazon war es méglich, das Eindringungsvermégen des 
Metalles und die Geschwindigkeit der Metallspeicherung festzustellen. 
Weiterhin hat TrOcER gefunden, daB das Kupfer oft in ,,granularen 
Anhaufungen“ in der Zelle lag. 

Es war nun von Interesse, ob auch mit Komplexbildnern bei Bakterien 
der mikrochemische Nachweis von Metallen an oder in der Zelle zu fiithren 
ist. Weiterhin sollte geklirt werden, ob Bakterien Metalle iberhaupt in 
das Zellinnere aufzunehmen vermégen, oder ob das Metall nur an der 
Oberfliche gebunden wird. 


Material 


Fiir die Untersuchungen wurden verwendet: Proteus vulgaris, Bacillus subtilis, 
Bacillus megaterium, Staphylococcus aureus, Staphylococcus albus, Escherichia coli 
und Spirillum spez. Die erstgenannten 6 Organismen sind der Institutsstamm- 
sammlung entnommen, Spirillwm spez. ist aus Abwasser isoliert worden. 

Die Anzucht der Organismen erfolgte auf Hefeextrakt-Pepton-Agar folgender 
Zusammensetzung: 10 g Hefeextrakt (Bramsch), 10 g Pepton (Witte), 25 g Agar- 
Agar (Kobe) in 1000 ml Leitungswasser. 

Als Metallsalze wurden CuSO,-5H,O p.a. und HgCl, p.a. angewendet (VEB 
Schering, Berlin). Diphenylecarbazon wurde vom VEB Laborchemie, Apolda, be- 
zogen. Alle verwendeten Glasgerite sind mit HCl und Aqua dest. gereinigt und das 
destillierte H,O ist in einer Rasotherm- bzw. Quarzglasapparatur hergestellt worden. 
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Die Aufnahmen wurden mit der Contax D angefertigt. Als Film diente Agfa 
Isopan FF. Als Objektiv wurde Apochromat HI 60/1.40 und als Okular K 20 
verwendet. 


Methoden und Ergebnisse 

Fiir alle Untersuchungen dienten 2—3 Tage alte Kulturen der ge- 
nannten Organismen. 

Die Mikroorganismen wurden mit einer Platindse vom Agar abgenommen und 
sofort in Aqua dest. suspendiert. Die Metallsalze sind anschlieBend dem Aqua dest. 
zaugegeben worden. Bei der Kupfer-Behandlung wurden 6—10 y/ml, bei Queck- 
silber-Behandlung 5 y/ml angewendet. 

Nach 5 Std Metalleinwirkung wurden die Suspensionen bei 6000 U/min 5 min 
zentrifugiert und die tiber den Organismen stehende Lésung abgegossen. Das 
Sediment ist dann mit 10 ml Aqua dest. resuspendiert und nochmals zentrifugiert 
worden. Vom Sediment kam eine Ose auf den Objekttrager und wurde mit der 
gleichen Menge Diphenylcarbazon-Liésung (0,03 g/10 ml Aqua dest.) vermischt. 
Nach 5 min Einwirkungsdauer konnte mit der mikroskopischen Untersuchung 
begonnen werden. 

Das Zentrifugieren und Resuspendieren der Organismen in Aqua dest. 
ist aus folgenden Griinden nétig. Gibt man den Komplexbildner in die 
Organismen-Suspension, deren Suspensionsmittel das Metall noch ent- 
halt, dann bildet sich schon mit dem im Lésungsmittel verbliebenen 
Metall ein rot bis violett gefarbter Komplex, der unter Umstanden von 
den Mikroorganismen ad- oder absorbiert werden kann. Eine Farbung 
der metallbehandelten Organismen ist dann nicht als Nachweis des 
Metalls an oder in der Zelle zu werten. Wascht man dagegen die Organis- 
men vom nicht aufgenommenen Metall frei, dann kann ein Rotfarben 
der metallbehandelten Organismen nach Zugabe des Indicators nur 
durch ad- oder absorbiertes Metall hervorgerufen worden sein. 

Versuch 1. Fiir eine orientierende Voruntersuchung wurde Bacillus 
megaterium verwendet, von dem junge, 24 Std alte Kulturen benutzt 
wurden. Die abgeschwemmten Organismen hatten noch keine Sporen 
gebildet. Sie wurden mit ziemlich groBen Cu- und Hg-Mengen (100 y/ml) 
versetzt. Bei der mikroskopischen Untersuchung nach 10 Std Metall- 
Einwirkung konnte nach Indicatorzugabe beobachtet werden, daB alle 
Zellen rot (Cu) bzw. blaurot (Hg) angefarbt waren. Die Organismen 
waren nach der Metallbehandlung tot, wie Abimpfungen auf Agar er- 
wiesen. Es war bei diesem Versuch nicht eindeutig festzustellen, ob das 
Metall nur an der Organismenoberflache adsorbiert, oder im Innern der 
Zelle gespeichert worden war, da der gesamte Bacillenleib , ,iiberfarbt*‘ war. 

Versuch 2. Organismen aus den gleichen Anzuchten wurden mit nur 
6 y Cu/ml baw. 5 y Hg/ml behandelt. Hier konnte nun nach 10 Std 
Einwirkungszeit eindeutig festgestellt werden, da die Metalle sowohl 
von der Zelloberfliche als auch im Zellinnern gespeichert waren. Die 
Zellwand war gerade noch als farbig zu erkennen. Die Hauptmenge der 
Metalle war jedoch von Plasmasubstanzen des Zellinnern aufgenommen 
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worden. Dabei konnte die eigenartige Feststellung gemacht werden, dal 
bestimmte Bezirke der Zelle die Metalle bevorzugt gespeichert hatten. 
Bei den unversporten Zellen von Bac. megateriwm waren es die Zellpole, 
wie es aus Abb.1 zu ersehen ist. 

Bei Bac. megaterium konnten somit ahnliche Verhaltnisse wie bei den 
Pilzconidien gefunden werden (TROGER 1956, 1957). Auch bei Conidien 
war das Metall nicht diffus im Zelleib verteilt, sondern in bestimmten 
Zellbezirken angereichert. 


Abb.1. Bacillus megaterium. Organismen aus einer 24 Std alten Kultur. 6 y Cu/ml. Einwirkungs- 
dauer: 10 Std Diphenylearbazon. VergréBerung 4000 mal 


Abb. 2. Bacillus subtilis. 5y Hg/mi. inwir= Abb. 8. Bacillus subtilis. 6 y Cu/ml. Binwir- 
kungszeit: 6 Std, Diphenylearbazon. kungszeit: 4 Std, Diphenylcarbazon. 
VergréBerung 3400 mal : VergréBerung 3000 mal 

Versuch 3. Interessante Ergebnisse konnten gefunden werden, als 
die oben erwihnten Metallmengen auf versporte Organismen eingewirkt 
hatten. Es wurde das Entwicklungsstadium der Organismen gewahlt, bei 
dem die Spore noch in der Bildungszelle lag. Die Zelloberflachen und 
die Zellplasmen waren nach Zugabe des Indicators eben gerade angefarbt. 
Die Sporen dagegen hatten groBe Mengen Metall gespeichert und zeigten 
eine intensive Metallkomplexanhiufung. Die Abb.2 zeigt Zellen von 
Bac. subtilis nach Hg-Kinwirkung. 

Diese einfache ,,Sporenfiirbung‘‘ war auch bei Bac. megateriwm mit 
den gleichen Mitteln zu erreichen. Dabei ist zu bedenken, daf die 
Organismen nur durch die Metalleinwirkung fixiert wurden, daB sie also 
in ihrer urspriinglichen Form erhalten blieben. Aus der Abb. 2 ist weiter- 
hin zu ersehen, da8 in der Bakterienzelle ein groBer ungefarbter Bereich 
vorhanden war, daB also ein Speichern der Schwermetalle dort nicht 
stattfand. Die ungefarbte Zone — vielleicht war dort kein Zellplasma — 
erhoéhte den Kontrast Spore—Zelleib bei dieser ,,Sporenfarbung™. Die 
eben dargelegte ,,Sporenfirbung“ 1i8t sich selbstverstandlich auch mit 
Kupfer bei der gleichen Einwirkungszeit und demselben Indicator aus- 
fiihren. Abb.3 zeigt Cu-behandelte Zellen nach Indicatorzugabe. 
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Versuch 4. Bei der Einwirkung der Metalle auf alle anderen Bakterien- 
arten sind die Ergebnisse sehr ahnlich; man findet meist eine kaum ge- 
farbte Zelloberfliche aber bestimmte Plasmabezirke des Zellinnern, die 
etwas starkere Metallkomplexanhaiufung erkennen lassen. Ein AuBen- 
seiter war lediglich das Spirillum. Hier war nur die Oberfliche schwach 
angefarbt. Im Zellinnern konnten keinerlei Bezirke oder Grana mit 
Metallkomplexanhaéufung gefunden werden. 

Die grampositiven und gramnegativen Organismen unterscheiden sich 
beztiglich des Metallspeicherns dadurch, daB bei den gramnegativen 
Organismen (Escherichia coli) der Metallnachweis erst nach einer langeren 
Einwirkungszeit zu erzielen war. Bei den gram- 
positiven Zellen (Staphylococcus aureus, Staphylo- 
coccus albus, Bac. subtilis) war meist in einzelnen 
Zellen schon nach 2 Std Metalleinwirkung bei Indi- 
catorzugabe eine positive Reaktion zu erzielen. 
Bei den gramnegativen Organismen wurde fiir die Ee 
positive Reaktion unter gleichen Bedingungen die —_ Abb. 4. Escherichia coli.6 y 
doppelte Zeit bendtigt. Abimpfungen der metall-  3o'g1d, ‘pinhenvien ban 
behandelten Organismen auf Hefeextrakt-Pepton- VergroBerung 4000 mal 
Agar bestatigten diese Befunde insofern, als bei der 
Anwendung von 10 y Cu/ml iiber eine Zeitspanne von 90 min die gram- 
negativen Organismen nicht, die grampositiven bakteriostatisch ge- 
schadigt wurden. Erst nach 36stiindiger Bebriitung der Versuchsplatten 
wuchsen die metallbehandelten grampositiven Organismen sparlich an. 
Escherichia coli zeigte normales Wachstum. 

Bei metallbehandelten Zellen von Escherichia coli konnten noch eigen- 
artige Komplexanhaufunger. in der Zellmitte festgestellt werden. Abb.4 
zeigt ein gerade in Teilung befindliches Stabchen. 

Dieses eben beschriebene Stadium trat nur nach langerem Einwirken 
der Metalle auf. Da bis zum Durchmustern der mit dem Indicator ver- 
setzten Objekte immer eine gewisse Zeit verstreicht, ist es médglich, 
daB sich, wie in den Versuchen mit Pilzconidien (TROGER 1957), die 
lipoidléslichen Metallkomplexe zu einem Bezirk zusammengezogen haben. 
Diese Moglichkeit kénnte durchaus bestehen, da die Zellen nach einer 
langen Metallbehandlung abgestorben sind und ein gewisses Destruktu- 
rieren des Plasmas angenommen werden kann. 

Selbstverstandlich wurde zur Kontrolle der Schwermetallindicator auch 
auf nicht mit Metall behandelte Bakterien gegeben. In keinem Fall konnte 
ein Anfarben irgendwelcher Bestandteile der Bakterienzelle wahrgenom- 
men werden. 


Diskussion der Ergebnisse 
Wie die Versuche gezeigt haben, ist es méglich, in Bakterien Metalle 
mikroanalytisch nachzuweisen. Die Metalle werden in bestimmten 
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Bezirken der Zelle (Sporen, Zellpol) bevorzugt gespeichert. Inwieweit 
der Lipoidreichtum bestimmter Zellteile dabei eine Rolle spielt, konnte 
nicht entschieden werden. Fiir den Nachweis von Metallen in lebenden 
Zellen miissen dabei folgende Gesichtspunkte beachtet werden. Das Metall 
wird nie in ionisierter Form an oder in der lebenden Zelle anzutreffen 
sein. Es wird vielmehr Anlagerungs- oder Komplexbindungen mit 
Stoffen der Zelle eingehen. Ausreichend bekannt sind die Metallaffinitaten 
zu organischen Sduren, Proteinen, Substanzen mit SH-Gruppen und 
phenolischen Kérpern. Von diesen Bindungsaffinitaten der zelleigenen 
Stoffe wird der mikroanalytische Nachweis von Metallen in lebenden 
Zellen ma8geblich beeinfluBt. Die Ergebnisse, die der Chemiker im 
Reagensglas mit reinen Metallsalzen in waGriger Losung bei Zugabe 
eines Komplexbildners erzielt, sind beim Metallnachweis in der lebenden 
Zelle mit demselben Komplexbildner oft nicht reproduzierbar. Man 
braucht hier metallkomplexbildende Reagentien, die zum Metall eine 
grdBere Affinitét besitzen als das Metall zu den Zellbestandteilen. Nur, 
wenn der Komplexbildner das Metall aus der ,,Zellbindung” heraus- 
zureiBen vermag, wird das Reagens anwendbar sein. Bekanntlich werden 
dabei bevorzugt Reagentien benutzt, deren Metallkomplexe farbig sind. 
Fiir die notwendige mikroskopische Beobachtung beim mikroanaly- 
tischen Nachweis von Metallen in Zellen kommen Substanzen mit gelber, 
rosa oder grauer Komplexfarbe nicht in Betracht. Diese Farbténe lassen 
sich im mikroskopischen Bild nicht ausreichend deutlich in der Zelle 
abgrenzen. 

Manche vortreffliche Komplexbildner sind cytologisch nicht fir den 
Metallnachweis geeignet, weil sie nicht in ausreichender Menge in die 
Zelle einzudringen vermégen oder weil sie von der lebenden Zelle 
zerstort werden. 


Zusammenfassung 


Mit Hilfe von Diphenylcarbazon gelingt der Cu- und Hg-Nachweis in 
metallbehandelten Bakterienzellen. Die Anhaufung der Metalle in be- 
stimmten Zellbereichen (Sporen, Zellpole) konnte beobachtet werden. 
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Die Wirkung des Penicillins 
auf mit Lipoiden angereicherte Staphylokokken 


Von 
K.I. MARKOV und G. K. SAEV 


Mit 1 Textabbildung 
(EHingegangen am 9. Marz 1959) 


Bei friiheren Untersuchungen berichteten wir, dai die Steigerung der 
Penicillinresistenz der Staphylokokken von charakteristischen Ver- 
anderungen der Zelloberflache begleitet wird. So wurde festgestellt, daB 
mit der Steigerung der Resistenz der iso-elektrische Punkt (IEP) der 
Staphylokokken sich nach schwacher saurer Richtung hin verschiebt 
(Markov u. Sazy 1956). Weitere Untersuchungen ergaben, daB diese 
Veranderungen mit Zustandsverinderungen der Ribonucleinsdure auf 
der Staphylokokkenoberfliche verbunden sind (Markov u. SaEv 1957). 

Bei diesen Untersuchungen parallel mit der Bestimmung des IEP, die 
mit Hilfe einer mikroelektrophoretischen Methode durchgefiihrt wurde, 
priiften wir auch die Saureagglutination der untersuchten Staphylo- 
kokken. Die Ergebnisse zeigen, daB die IEP-Veranderungen in den 
Grenzen von 1,5—2,0 px-Einheiten schwanken, wahrend die Verande- 
rungen der Saureagglutination 4,0—4,5 pa-Hinheiten ibertreffen. Dabei 
wurde festgestellt, daB die Siureagglutination der penicillinresistenten 
Stimme bei solchen Werten des elektro-kinetischen Potentials (EKP) 
zustande kommt, bei denen keiner der empfindlichen Staphylokokken 
agglutiniert werden kann. So wurden die penicillinresistenten Staphylo- 
kokken im py-Bereich von 2,5—6,0 agglutiniert, wahrend in denselben 
Grenzen bei keinem von den penicillinempfindlichen — eine Agglutination 
festzustellen war. Dieser Umstand berechtigt zu der Annahme, daB mit 
den beschriebenen Veranderungen der Oberflichenribonucleinsaure eine 
ausgesprochene Hydrophobie der Staphylokokken auftritt, die wahr- 
scheinlich mit der Entwicklung der Penicillinresistenz verbunden ist. 

LARSON u. LARSON (1922) haben festgestellt, daB die Kultivierung der 
Staphylokokken auf Glycerol enthaltenden Nahrbéden eine deutliche 
Hydrophobie hervorruft. Die Untersuchungen von Dyar (1947) zeigten, 
daB in diesem Fall eine Anreicherung der Bakterienoberflache mit 
Lipoiden zustandekommt. 

Die beobachtete Steigerung der Hydrophobie bei der Adaptation der 
Staphylokokken an das Penicillin stellte uns die Frage, ob man durch 
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Induktion einer hydrophoben Struktur der Staphylokokkenoberflache 
auch eine Steigerung der Penicillinresistenz erreichen kann. 


Methodik 


1. Staphylokokkenstaémme: Die Versuche wurden mit je 5 penicillinemp- 
findlichen (das Penicillin wirkt in Konzentrationen unter 0,1 E/ml hemmend) und 
penicillinresistenten (Resistenz tiber 50 E/ml) aus pathologischen Prozessen isolier- 
ten Staémmen durchgefiihrt. Verwendet wurde auch der Test-Staphylococcus 209 
und seine penicillinresistente Variante 209 P (Resistenz — 5000 E/ml), die durch 
jahrelanges Uberimpfen auf Penicillinagar entstanden ist. Alle Ausgangsstamme 
wurden auf 10°/, Glycerol enthaltenden Nahrbéden kultiviert, wobei sie alle 3 Tage 
iiberimpft werden. Die Untersuchungen wurden nach der 20. Passage durchgefiihrt. 
Die penicillinresistenten Stémme wurden auf einem Nahrboden mit 10°/, Glycerol 
und einer der Resistenz entsprechenden Penicillinkonzentration kultiviert. Als 
Kontrolle dienten die gleichen, auf einem glycerolfreien Nahrboden kultivierten 
Stamme. Vor der Durchfiihrung aller Untersuchungen wurden die Staphylokokken 
auf glycerolfreien Agar iiberimpft, um eine unmittelbare Wirkung des Glycerols 
auszuschalten. 


2. Der LEP wurde mit Hilfe einer mikroelektrophoretischen Methode bestimmt 
(Marxovy u. Sazv 1956). Die Siureagglutination wurde in den fiir die elektrophore- 
tische Messung verwendeten Pufferlésungen abgelesen. 

3. Die Wirkung des Penicillins auf die Staphylokokken wurde 
als bacteriostatische und bactericide Dosis bestimmt. Die bactericid- 
wirkende Konzentration wurde mit Hilfe eines Diagramms bestimmt, 
auf dem die Zahl der itiberlebenden Mikroorganismen in Funktion von 
der Konzentration des Penicillins eingetragen ist. 


Untersuchungsergebnisse 

Die Hydrophobie der Staphylokokkenoberfliche wurde durch die 
Bestimmung der Saureagglutinationsgrenzen und durch die Lage des 
TEP festgestellt. Die Ergebnisse fiir je einen penicillinempfindlichen und 
-resistenten Stamm sind aus Abb.1 ersichtlich. Der IEP der beiden 
Stémme bleibt dauernd in den Grenzen des méglichen Fehlers. Das 
berechtigt uns anzunehmen, da im Zustand der dissociierten Gruppen 
auf der Bakterienoberfliche keine wesentlichen Veraénderungen auf- 
treten. Die Unterschiede in der Saiureagglutination sprechen eindeutig 
fiir eine Zunahme der Hydrophobie, die bei den glycerolkultivierten 
Staphylokokken zu einer Agglutination auch bei verhaltnismaBig hohen 
Werten des EKP ftthren kann. Die Unterschiede der Penicillinwirkung 
bei den mit und ohne Glycerol kultivierten resistenten und empfind- 
lichen Staphylokokken sind aus der Tabelle zu ersehen. 

Die in der Tabelle verzeichneten Ergebnisse zeigen, da8 praktisch bei 
allen Fallen mit Steigerung der Hydrophobie der Bakterien auch eine 
Steigerung der Penicillinresistenz zu beobachten ist. Besonders gut aus- 


gepragt ist diese Steigerung der Resistenz gegen die bactericidwirkenden 
Penicillinkonzentrationen, 
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Abb.1. EKP und Sdureagglutination eines empfindlichen (oben) und eines penicillinresistenten 
Staphylokokkenstammes (unten). Die weiBen Punkte und Saulen bezeichnen die Werte des Aus- 
gangsstammes; die schwarzen die des auf Glycerol kultivierten Stammes 


Tabelle 


Bactericide Konzentration 
E/m1 Penicillin 


Bacteriostatische Konzentration 
E/m1 Penicillin 


oo Kultivierung Kultivierung Kultivierung Kultivierung 
ohne Glycerol mit Glycerol ohne Glycerol mit Glycerol 
Staph.aur 
209 0,03 0,10 (333°/,) 1,60 6,8 (425°/,) 
VII 0,002 0,06 (3000°/,) 2,0 8,00 (400°/,) 
23 0,001 0,06 (600°/,) 2,6 6,2 (238°/,) 
17 0,06 0,10 (166°/,) 10,0 12,60 (120°/,) 
36 0,006 0,8 (1330°/,) 1,0 2,20 (220°/,) 
18 0,01 0,02 (200°/,) 20's) 2,8 (140°/,) 
209 P 5000 5250  —- (105°/,) 12000 12000 — (100°/,) 
371 80 95 —_(119°/,) 520 680 — (130°/,) 
816 120 145 — (120°/,) 730 770 (1059/,) 
IG 270 275 —- (1029/,) 840 890 — (105°/,) 
EX 60 65 —- (108°/,) 480 580 (120°/,) 
424 50 75 (150°/,) 510 | 620 (120°/,) 


Besprechung der Ergebnisse 


Bei der Adaptation der Staphylokokken an Penicillin treten vielseitige 
Veranderungen auf (Aminosdéurenmetabolismus, Bakterienoberflache, 
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Gramfarbung). Das fihrte uns zu der Annahme, da8 die penicillin- 
resistenten Staphylokokken in vielen Beziehungen sehr viel Gemein- 
sames mit den gramnegativen Bakterien haben (MaRKov u. SAEV 
1958). Bei friiheren Untersuchungen haben wir festgestellt, da die 
penicillinresistenten Staphylokokken eine ausgesprochene Hydrophobie 
der Oberflache aufweisen. Diese Eigenschaft ist ein weiteres Zeichen fiir 
die Ahnlichkeit der Oberflaichenstruktur der penicillinresistenten 
Staphylokokken und der gramnegativen Bakterien. So besitzen nach 
Angaben von Work (1957) und Mc QUILLEN (1958) die gramnegativen 
Bakterien einen hohen Gehalt an Lipoiden auf ihrer Oberflache. Unsere 
Versuche zeigen, daS durch das Induzieren einer Oberflachenhydro- 
phobie mit Hilfe von Lipoiden (Kultivierung auf Glycerol-enthaltenden 
Nahrbéden) auch eine Steigerung der Penicillinresistenz zustande kommt. 
Diese Tatsache kann einerseits als Ausdruck einer verdnderten selek- 
tiven Permeabilitat der Zelloberflache betrachtet werden, anderseits als 
Ergebnis einer Verdnderung im Zustand der penicillinbindenden Kompo- 
nente. Es ist noch schwer zu sagen, ob die Anreicherung mit Lipoiden 
auch bei der Entstehung der Penicillinresistenz in vivo eine Rolle spielen 
kann. Die verhaltnismaiBig schwachen Veranderungen der Penicillin- 
resistenz zeigen deutlich, daB dieser Mechanismus der Penicillinresistenz- 
entstehung nicht der magebende sein kann. Wahrscheinlich ist die 
Steigerung des Lipoidgehaltes auf der Staphylokokkenoberflache ein 
eigenartiger Abwehrmechanismus, der zusammen mit allen anderen 
Mechanismen eine, obwohl untergeordnete, Rolle bei der Entstehung der 
Penicillinresistenz spielen kann. 


Zusammenfassung 

Es wird festgestellt, da& bei der Kultivierung der Staphylokokken auf 
Glycerol enthaltenden Nahrbéden eine gewisse Steigerung der Penicillin- 
resistenz auftritt. Das wird mit einer Lipoidanreicherung der Staphylo- 
kokkenoberflaiche erklart. 
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Der Kohlenhydrathaushalt eines Schimmelpilzes 
(Phycomyces blakesleeanus) | 
in Abhangigkeit von den Kulturbedingungen* 


Der Einflu8 der Kohlenstoffquelle, des Vitamins B, sowie 2 seiner 
Antagonisten (Pyrithiamin und Oxythiamin) 


Von 
RUDOLF FLURI 


_ Mit 14 Textabbildungen 


(Hingegangen am 20. Dezember 1958 ) 


Untersuchungen tiber die zelleigenen Kohlenhydrate der Fungi sind, 
mit Ausnahme der Hefe, bisher vor allem in bezug auf die Systematik 
dieser Pflanzengruppe durchgefiihrt worden. Quantitative Analysen be- 
schranken sich gréBtenteils auf die Bestimmung der gesamt-reduzierenden 
Substanz im Thallus. So liegen auch tiber Phycomyces, einen in der 
Stoffwechselphysiologie viel verwendeten Versuchsorganismus, nur einige 
qualitative Angaben tiber das Vorkommen von Glykogen und Chitin vor. 
Andererseits ist aber der N-Stoffwechsel und der Lipoidgehalt dieses 
Pilzes in Abhangigkeit von seinen Ernaihrungsbedingungen und seinem 
Vitaminbeditirfnis gut bekannt (ScHOPFER 1937; GroB, BEIN u. SCHOPFER 
1951). 

Es bot sich die Gelegenheit bei diesem nur wenig differenzierten 
Organismus, der bei seiner Ziichtung innerhalb weniger Tage ein relativ 
hohes Trockengewicht erreicht, den Metabolismus der erfaBbaren zell- 
eigenen Kohlenhydrate naher zu untersuchen. 

Die Stoffanalyse von Mikroorganismen zeigt, daB, gleich wie bei den 
héheren Pflanzen, ein wesentlicher Teil der Trockensubstanz als hoch- 
molekulare Polysaccharide vorliegt, die einerseits als Bestandteil der 
Zellwand, andererseits als Reservestoffe zu betrachten sind. Neben dem 
Wachstum kann besonders die Anreicherung von Reservestoffen im 
Thallus durch Andern der Kulturbedingungen stark beeinflu8t werden, 
was bei Phycomyces bereits durch die Abhangigkeit zwischen Lipoid- 
gehalt des Mycels und den gebotenen Nahrstoffen demonstriert wurde. 


* Teilergebnisse aus einer Inauguraldissertation der philosophisch-naturwissen- 
schaftlichen Fakultat der Universitat Bern zur Erlangung der Doktorwiirde 1958. 
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In der vorliegenden Arbeit sollte nun versucht werden, die Kohlen- 
hydrate von Phycomyces wahrend dessen Entwicklung moglichst getrennt 
quantitativ zu bestimmen und, auf Grund dieser Ergebnisse, den Ein- 
fluB spezieller Kulturbedingungen auf den Stoffwechsel des Organismus 
naher zu charakterisieren. 


Methoden und Vorversuche 


Ziichten des Organismus: Fiir die vorliegenden Untersuchungen an Phy- 
comyces blakesleeanus Bgf. wurde in der Hauptsache der Stamm Ba (-+-) verwendet. 
Wir priiften die Reinheit der Stammkultur zu Beginn durch Verdiinnungsreihen 
auf Agarplatten. Der Pilz wuchs im Dunkeln auf Bierwiirze-Agar bei 20°C. Er 
wurde in Abstinden von 3—4 Wochen auf neues Substrat iiberimpft. 

Um von Versuch zu Versuch einen ahnlichen Entwicklungsverlauf des Pilzes 
zu erhalten, erwies es sich als wichtig, jeweils Impflésungen von méglichst gleicher 
Beschaffenheit herzustellen. Wir verwendeten stets eine 7—10 Tage alte Stamm- 
kultur zur Zubereitung von Sporensuspensionen, die durch Auszahlen im Zahinetz 
(TwRK) und entsprechende Verdiinnung auf eine konstante Konzentration ge- 
bracht wurden. 3 Tropfen Impflésung enthielten 30000—40 000 Sporen. 

Als Kulturgefa8 dienten Erlenmeyer (150 cm’), die mit je 25 cm* Nahrlosung 
versehen im Autoklav (115°C, 20 min) sterilisiert wurden. Nach dem Impfen wurden 
die Versuchskulturen in einem temperaturkonstanten Raum bei 20°C im Dunkeln 
aufbewahrt. Bei den meisten Experimenten handelte es sich um Zeitversuche. Je 
nach dem benétigten Material wurden 100—500 Kulturen angesetzt und davon zur 
Untersuchung der einzelnen Entwicklungsstadien eine bestimmte Anzahl in Ab- 
stinden von 1—2 Tagen geerntet. Als Nahrlésung diente, wenn nicht besondere 
Kulturbedingungen gewahlt wurden, stets das von ScHoPFER bentitzte Glucose- 
Asparagin-Milieu: Glucose 20 g; Asparagin 1 g; KH,PO, 1,5 g; MgSO, 0,5 g; Aneu- 
rin 20; gelést in 11 dest. Wasser. 


Die Bestimmung der Kohlenhydrate 


Ernten der Kulturen: Das Nahrmilieu wurde durch Filterpapier vom Pilz- 
mycel abgesaugt. Kin zweimaliges Nachwaschen mit dest. Wasser gentigte, um das 
Mycel vollstandig von den Substanzen der Nahrlésung zu befreien, ohne daf dabei 
bereits Zucker aus dem Thallus diffundierten. 


Tabelle 1 
Niedermolek. Kohlenhydrate von | a) nicht block. Pilzmycel |b) block. Pilzmycel 
(CLIVessCkere Rea Hep Glo co Ja Ges 92 17 
Oligosaccharide (vor allem Trehalose) 72 149 
TypePeebtest atl Webi wee 164 | 166 


Zur Inaktivierung der Enzyme wurde der Thallus unmittelbar nach dem Fil- 
trieren einige Minuten in siedenden Alkohol gelegt. Das Trocknen des Pilzmaterials 
erfolgte bei 40°C nach dem Abdampfen des Alkohols im Vakuum. Das mit Alkohol 
blockierte Mycel wies gegeniiber unbehandeltem Pilzmaterial erhebliche Unter- 
schiede in der Zusammensetzung seiner Kohlenhydrate auf, wie Tab.1 zeigt. 

Diese Messungen wurden mittels Papierchromatographie und anschlieSender 
Mikrobestimmung der herausgelésten Zucker durchgefiihrt (s. folgendes Kap.). Der 
erhohte Glucosegehalt sowie der entsprechend niedrigere Wert der Oligosaccharide 
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bei unbehandeltem Pilzmaterial lassen darauf schlieBen, daB nachtraglich im Mycel 
durch die noch aktiven Fermente ein Abbau stattgefunden hat. 

Im Laufe der Untersuchungen stand eine Gefriertrocknungsanlage zur Verfiigung. 
Bei diesem Verfahren konnte das Pilzmycel nach der Ernte mit fester Kohlensaure 
eingefroren und in diesem Zustand direkt unter Hochvakuum getrocknet werden. 
Die meisten Enzyme werden durch die Kaltebehandlung nicht geschadigt und sind 
im Mycel noch in aktiver Form vorhanden. Die Temperatur des Pilzmaterials darf 
deshalb wahrend des ganzen Trocknungsvorganges den Taupunkt nicht erreichen. 
Die Denaturierung des Mycels an aufgetauten Stellen ist auBerlich durch dunkle, 
harte Flecken erkennbar. Den noch aktiven Fermenten in getrocknetem Pilz- 
material muBte auch bei der nachfolgenden Extraktion Rechnung getragen werden. 
Nach der Gewichtsbestimmung wurde das trockene Mycel zu einem feinen Pulver 
zerstoBen. 


Qualitative Bestimmung der niedermolekularen Kohlenhydrate 

Pulverisiertes Pilzmycel wurde im Soxhlet mit Athylalkohol (70°/,) und Wasser 
erschépfend extrahiert. Als besonders geeignet fiir die papierchromatographische 
Analyse erwiesen sich Mycelausziige mit kalter Trichloressigsiure (TREVELEYAN u. 
HaRRIson 1952). Die Priifung dieser Extrakte mit Fehlingscher Lésung ergab nur 
Spuren reduzierender Stoffe. Die Glucose als Nahrstoff muBte also vom Organismus 
unmittelbar nach der Aufnahme umgewandelt werden. Die als Intermediarprodukte 
in Frage kommenden Phosphorsaure-Ester der Zucker konnten, da diese Stoffe mit 
Fehling positiv reagieren, ebenfalls nur in geringer Konzentration vorhanden sein. 

Die Extrakte wurden mit Hilfe der Papierchromatographie naiher untersucht. 
Die exakteste Trennung der Kohlenhydrate in den Pilzausziigen erreichten wir dabei 
mit durchlaufenden Ringchromatogrammen (Girt u. Nigam 1953). Wir stiitzten 
uns bei der Identifizierung der Zucker auf den Vergleich mit dem entsprechenden 
reinen Handelsprodukt im Mischchromatogramm sowie auf gruppenspezifische 
Reaktionen bei der Entwicklung der Flecken. Als Lésungsmittel dienten: n-Butanol— 
Essigsiure— Wasser 4:1:5; n-Butanol—Pyridin— Wasser 6:4:3 (PARTRIDGE 1948). 
Die Chromatogramme wurden mit folgenden Reagentien entwickelt: 1. Anilin— 
Phthalsdure (PARTRIDGE 1949); 2. Naphthoresorcin—Trichloressigsdure (FoRsYTH 
1948); 3. Ehrlich-Reagens (Amrnorr u. Moraan 1948); 4. Silbernitrat—NaOH 
(TREVELEYAN et al. 1950). 

In erheblicher Konzentration kommt im Thallus nur Trehalose als 
freies, niedermolekulares Kohlenhydrat vor. Die Substanz konnte nur 
mit Silbernitrat-NaOH (Reagens fiir nichtreduzierende Zucker) sichtbar 
gemacht werden. Der Ry-Wert stimmte mit dem des reinen Handels- 
produktes genau tiberein, ebenso erwiesen sich die Hydrolyseprodukte 
dieses Zuckers als identisch mit Glucose (Abb.1 u. 2). 

Ungebundene Glucose ist stets nur in sehr geringer Konzentration im 
Pilz vorhanden. Es war zu itiberpriifen, wieweit es sich dabei um den 
primar aufgenommenen Nahrstoffzucker handle. Wir kultivierten den 
Pilz zu diesem Zwecke auf einem Fructose-Milieu. An Stelle von Glucose 
konnte bei der Analyse dieser Thalli Fructose nachgewiesen werden, was 


die obige Annahme bestatigte. 

Vor allem bei der Analyse von Mycel alterer Entwicklungsstadien sind 
auf dem Chromatogramm bis zu drei reduzierende Oligosaccharide 
erkennbar. Bei bereits in starker Autolyse begriffenen Pilzkulturen sind 
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diese Stoffe auch im Milieu festzustellen (Abb.3). Sie sind als Zwischen- 
produkte des Glykogen-Metabolismus zu interpretieren. 


Fructose" 
Glucose ~ 


Treha/ose 


Abb. 1. Chromatogramm entwickelt mit Silbernitrat- 

NaOH. A Testzucker (Trehalose, Glucose, Fructose, 

Ribose); B Kohlenhydrate des Trichloressigsiure- 
Extraktes 


Glucose 
Trehalose 


Abb. 2. Chromatogramm entwickelt mit Silbernitrat- 

NaOH. A Testzucker (Trehalose, Glucose, Fructose, 

Ribose); B Kohlenhydrate des ‘Trichloressigsaiure- 
Extraktes nach Siurehydrolyse 


Pazur u. FrencH (1952) iso- 
lierten aus Aspergillus oryzae eine 
Transglucosidase, die Glucose und 
Maltose zu hdhermolekularen 
Kohlenhydraten polymerisierte. 
Die beiden Autoren wiesen papier- 
chromatographisch 4 Intermediar- 
produkte nach, die sie als Isomal- 
tose, Panose, Dextrantriose und 
Dextrantriosyl-Glucose _ identifi- 
zierten. Die relativen R;-Werte 
(bezogen auf Glucose und Maltose) 
der genannten Stoffe stimmen 
mit denen-der bei Phycomyces 
festgestellten Oligosaccharide 
tiberein. 


Der bei zahlreichen Pilzen 
vorkommende Zuckeralkohol 
Mannit konnte bei Phyco- 
myces nicht nachgewiesen 
werden, ebenso waren nieder- 
molekulare, stickstoffhaltige 
Intermediairprodukte des 
Chitins nach der Methode 
von Etson u. Mora@an (1933) 
auf dem Chromatogramm 
nicht erfaBbar. 

Nach dem Erhitzen der 
Mycelextrakte mit verdiinn- 
ter Saure liessen sich neben 
Glucose, Ribose und Fructose 
(in Spuren) als hydrolytische 
Spaltprodukte feststellen 
(Abb. 2). 


Qualitative Bestimmung 
der Polysaccharide 
Das Pilzglykogen ist in 
moderneren Arbeiten fast aus- 
schlieBlich bei Hefen unter- 


sucht worden. Nach der Standardmethode von Mrysr (1943) wird das Polysaccha- 
rid auf Grund seiner Alkalibestandigkeit mit KOH (30°/,) aus Hefezellen extrahiert 
(15 min bei 100°C). Durch Zugabe des zweifachen Volumens Athanol zum Extrakt 
fallt das Glykogen aus. Dieses Kohlenhydrat ist in der Hefe stets begleitet von 
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Mannan, das aus polymerer Mannose besteht. NortHcorse u. Horne (1952) extra- 
hierten Glykogen mit verdiinnter Essigsiure aus Hefe. Nach den Untersuchungen 
von CHUNG u. NICKERSON (1954) wird bei diesem Verfahren nur ein Teil des Gly- 
kogens aus dem Pilz herausgelést. Die Autoren weisen zwei sich in der Léslichkeit 
unterscheidende Fraktionen dieses Polysaccharides in der Hefe nach. 


Angaben iiber das Vorkommen von Glykogen bei Phycomyces be- 
schranken sich auf den mikrochemischen Nachweis mit Jodlésung. Wir 
beniitzten die Jodreaktion in unseren Versuchen zur qualitativen Uber- 
priifung der Pilzextrakte. Die glykogenhaltige Flissigkeit nimmt bei 


P ce 


tdi, oe 


Abb.3. Chromatogramm entwickelt mit Anilin-Oxalsiure. A Testzucker (Maltose, Glucose, Ribose); 
B Kohlenhydrate des Pilzmycels (Trichloressigsiure-Extrakt) 


Zugabe von Lugolscher Lésung eine braunrote Farbe an, die beim Erwar- 
men der Mischung auf 60° verschwindet und nach Abkiihlung wieder 
erscheint. Der in Wasser aufgenommene Niederschlag des Laugeextraktes 
ergab eine positive Reaktion. Glykogen-positiv reagierte aber auch der 
Trichloressigsiure-Extrakt. Das Glykogen dieses Extraktes la8t sich 
ebenfalls mit Alkohol ausfallen (nur unvollstandig) und wird durch die 
Laugebehandlung nicht zerstért. Die Fallung des Laugeextraktes wurde 
in 2n-Schwefelsdure gelést und 3 Std bei 100° hydrolysiert. Nach dem 
Neutralisieren mit Bariumcarbonat wurde das eingeengte Filtrat chromato- 
graphiert. Dabei war als einziges Hydrolyseprodukt Glucose festzustellen 
(Abb.4). Nach dem Extrahieren mit Trichloressigsiure und Lauge konnte 
durch weiteren Aufschlu8 der Mycelriickstande keine Glykogen-positive 
Reaktion mehr erzielt werden. 

Chitin ist als Membranstoff bei Phycomyces wiederholt isoliert und 
identifiziert worden (HEYN 1936, ScHoprErR 1937). Zu priifen war vor 
allem noch die Frage, ob andere Polysaccharide am Aufbau der Zell- 
wand dieses Pilzes beteiligt sind. Nach erschépfender Laugebehandlung 


200 RupouF Fuurt: 


sind die Mycelriickstinde nur noch mit verdiinnter Saéure in der Hitze 
oder mit konz. Saure weiter auflésbar. Die chromatographische Analyse 
der hydrolytischen Spaltprodukte dieser Extrakte ergab Glucosamin und 
Glucose. Da beim Abbau des Chitins durch Salzsiure nur Glucosamin 
und Essigsaure entstehen, lieS die nachgewiesene Glucose auf ein Glucan 
oder doch auf eine Membran- 
substanz, die teilweise aus Glu- 
cose aufgebaut ist, schlieBen. 


Quantitative Bestimmung 
der Kohlenhydrate 


Tn ersten Versuchen wurden die 
Pilzkohlenhydrate in Wasser- und 
Salzsiureextrakten  titrimetrisch 
nach BERTRAND bestimmt. Diese 
Methode wurde stets fiir die Mes- 
sung des verbrauchten Nahrzuckers 
im Milieu beniitzt. 

Gestiitzt auf die Angaben von 
Morris (1948) wandten wir die 
colorimetrische Mikroanalyse mit 
Anthron-Reagens an, diees erlaubt, 

: : Kohlenhydrate in Mengen von 

Abb. 4. Chromatogramm mit Anilin-Oxalsiure ent- | 10—200y zu bestimmen und Poly- 

wickelt. A Testzucker (Glucose, Mannose, Ribose); saccharide direkt, ohne voran- 

B Kohlenhydrate im Laugeextrakt gehende Hydrolyse, Zu messen. 

Ree ae begat Morris beniitzte zur Farbentwick- 

lung die Reaktionswarme, die bei 

der Mischung des Anthron-Schwefelsiure-Reagens mit dem wafrigen Extrakt 

entsteht. Diese Methode erwies sich aber gegeniiber Fehlerquellen als sehr empfind- 

lich. Wir kiihlten deshalb Reagens und Testlésung beim Mischen und erzielten 

darauf die Farbentwicklung durch 10 min Erhitzen bei 100°C. Als Standard 

beniitzten wir Glucoselésung von 10—100y. Die Abweichungen der Trehalose- und 

Glykogenwerte in bezug auf Glucose betrugen nicht tiber 10°/). Pentosen reagierten 

nur sehr schwach und N-haltige Kohlenhydrate gar nicht mit Anthron. Fiir die 

Mikrobestimmung des Chitins wandten wir die von Boas (1953) abgeanderte 

colorimetrische Methode von Enson u. Moraan (1933) an. Nach diesem Ver- 

fahren konnte das zu Glucosamin abgebaute Chitin in Mengen von 10—75y ge- 
messen werden. 

Der Trichloressigsiure-Extrakt (T.C.8.-Extrakt): Nach der qualita- 
tiven Analyse setzten sich die Kohlenhydrate dieses Extraktes neben einem kleinen 
Anteil intermediarer Produkte zur Hauptsache aus Trehalose und einer Glykogen- 
fraktion zusammen. Das Glykogen kann mit Alkohol ausgefallt und einzeln bestimmt 
werden. Es war zu priifen, ob die Trennung des Gesamt-Glykogens in die T.C.S.- 
und Laugefraktion zu konstanten Anteilen fiihrte, oder ob die Unterscheidung 
willkiirlich durch die gewahlten Extraktionsbedingungen zustande kam. Wir vari- 
ierten zu diesem Zwecke die Extraktionsdauer sowie die Konzentration und Menge 
der verwendeten T.C.S.-Lésung. Trotz den verschiedenen Bedingungen blieb der 
colorimetrisch bestimmte Kohlenhydratgehalt konstant. Bei direktem Auskochen 
des pulverisierten Thallus mit Lauge wurde die Glykogenfraktion des T.C.S.- 
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Extraktes nicht erfaBt. Dies lie annehmen, daB das Glykogen in zwei verschiedenen 
Formen oder verschieden gebunden im Pilzmycel vorliegt. 

Der Lauge-Extrakt: Die qualitative Priifung der KOH-Fraktion ergab nach 
der Saurehydrolyse als einzigen nachweisbaren Zucker Glucose, die als Spalt- 
produkt des Glykogens betrachtet werden kann. Die colorimetrische Bestimmung der 
Kohlenhydrate im Laugeextrakt direkt fiihrte zum gleichen Ergebnis wie die Be- 
stimmung der mit Alkohol aus dem Extrakt ausgefallten Substanz. Es konnte aber 
nicht sicher entschieden werden, ob diese Fraktion bereits Membranpolysaccharide 
enthalt. Diese Stoffe miiRten eine ahnliche Léslichkeit aufweisen wie das Glykogen. 
Nach dem Auskochen mit Lauge lie8 sich der schleimige Mycelriickstand nur noch 
durch Zentrifugieren bei sehr hohen Touren vom Extrakt abtrennen. 

Der colorimetrisch bestimmte Kohlenhydrat-Gehalt im T.C.S.- und Lauge- 
Extrakt lieB sich gut vergleichen mit den nach der Bertrand-Methode erzielten 
Ergebnissen (gesamtreduzierende Substanz in Wasser- und Salzsaure [10°/)]-Ex- 
trakten). 

Membranpolysaccharide: Die Mycelriickstiinde nach der Laugefraktion 
enthalten hauptsichlich noch schwer extrahierbare Zellwandsubstanz. Sie lassen sich 
ohne gleichzeitigen Abbau nicht mehr vollstandig lésen. Wie aus der chromato- 
graphischen Analyse der Hydrolyseprodukte hervorgeht, ist am Aufbau der Mem- 
bran neben Chitin als weiteres Kohlenhydrat auch polymere Glucose beteiligt. Da 
Chitin mit Anthron keine Farbreaktion ergibt, lieB sich der stickstofffreie Kohlen- 
hydratanteil colorimetrisch bestimmen. Wir losten den Laugeriickstand zu diesem 
Zwecke in kalter, konzentrierter Schwefelsdure, was allerdings bei Mycel alterer 
Entwicklungsstadien nur noch zu einer homogenen Triibung fiihrte, die sich aber 
wahrend des Erhitzens mit Anthron-Reagens vollstandig aufléste. 

Eine quantitative Schatzung des Chitins ist neben der colorimetrischen Mikro- 
methode ebenfalls modglich durch Isolierung und Reindarstellung des Stoffes aus 
groBeren Mengen Pilzmaterial nach der Methode von ScHoLt (1908). Das Mycel wird 
dabei mit Wasser und Lauge abwechslungsweise ausgekocht. Eine weitere Reinigung 
erfolgt mit KMnO, und verdiinnter Saéure sowie zum Schlu8 mit Alkohol und 
Ather. Der Reinheitsgrad des Praparates 148t sich aus dem N-Gehalt bestimmen. 
Der theoretische N-Wert fiir reines Chitin betragt 6,9°/,. Die Stickstoffanalysen 
(Halbmikroverfahren nach KJELDAHL) der nach Scuout gereinigten Membran- 
substanz von Phycomyces ergaben Werte von 4—5,5°/o, je nach dem Alter des 
untersuchten Pilzes. Der daraus errechnete Chitingehalt des Mycels stimmt mit den 
Glucosamin-Messungen iiberein. Nach Scumrpr (1936) kann Chitin durch Auflésen 
in konz. kalter Salzsiure und Ausfallen durch Zugabe von Lauge von der Membran- 
substanz isoliert werden. Die auf diese Weise gereinigten Priiparate wiesen einen 
N-Gehalt von durchschnittlich 5,8°/, auf. Die Priifung mit Anthron zeigte, daB 
wohl andere Begleitstoffe, nicht. aber die polymere Glucose abgetrennt wurde. Die 
zusitzliche Reinigung der Chitinpraparate durch Fallen aus Salzsaure lieB sich auch 
im R6éntgendiagramm demonstrieren (Abb.5). 


Durchfiihrung der 
fraktionierten Bestimmung in den Hauptversuchen 


1. Trehalose (+ niedermolekulare Intermediarprodukte) 


Je 20 mg pulversiertes Pilzmycel wurde in kleine Zentrifugenréhrchen einge- 
wogen und 2 cm® Trichloressigsaure (5°/,) zugegeben. Nach 15 min Extraktion bei 
20°C! wurde die klare, farblose Fliissigkeit abzentrifugiert und der Riickstand zwei- 
mal mit Wasser ausgewaschen. Waschfraktion und Extrakt verdiinnten wir auf ein 
bestimmtes Volumen (10; 20 cm’). Je 2 cm dieser Lésung wurden mit Anthron 
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colorimetriert. Zur Bestimmung des Glykogens im T.C.S.-Extrakt wurde zu 
weiteren 2.cm? das doppelte Volumen Athanol zugegeben und die entstandene 
Fallung nach dem Auswaschen wieder in 2 cm* Wasser aufgenommen und colori- 
metriert. Dieser Wert wurde vom vorhergehenden Ergebnis abgezogen. 


2. Glykogen 


Nach der Extraktion mit T.C.S. wurde der Mycelriickstand in den Zentrifugen- 
rdhrchen mit 2 cm? KOH-Lésung (30°/,) 15 min erhitzt (100°C) und nach Zugabe 
des gleichen Volumens Wasser weitere 15 min. Der schleimige Riickstand wurde 
abzentrifugiert (12000 T.) und ausgewaschen. Extrakt und Waschwasser brachten 
wir auf 10cm, wovon je 2cm* zur Analyse mit Anthron-Reagens verwendet 
wurden. Dieses Ergebnis addiert zum Glykogenwert der T.C.S.-Fraktion ergab das 
Gesamt-Glykogen. 


Abb.5. Réntgendiagramme von Pilzmembranen (Kontakt-Kopien). Diagramm Nr.1: Nach SCHOLL 
gereinigtes Membran-Priparat. Diagramm Nr.2: Membransubstanz aus konzentrierter HCl ausgefallt. 
Diagramm Nr.3: Chitin aus Crustaceen (Handelsprodukt) 

Die Réntgendiagramme wurden von H. R. OSWALD im Institut fiir anorganische Chemie, Univer- 
sitiit Bern, hergestellt. Das feingepulverte Material wurde mittels 4°/,iger Kollodium-Lésung in 
Ather zu Folien von etwa 0,3 mm Dicke pripariert. Diese wurden in einer 4fachen Guinier-Kamera 
nach DE WOLFF (Quarz-Monochromator) mit Cu Ke«-Strahlung geréntgt. Wirksamer Kameradurch- 
messer: 229,6 mm. Betriebsdaten: 40-kV, 20 Milliamp. Belichtungszeit: 4 Std. Die Kamera wurde zur 
Herabsetzung der Untergrundschwiirzung evakuiert. Auf den Filmen und den Kontakt-Kopien 
entsprechen je 4mm einem Winkel-Grad 


3. Membranpolysaccharide 

Fiir die Bestimmung des Chitins wurde der schleimige Riickstand nach der 
Laugebehandlung mit 2 cm® Salzsaiure (20°/,) versehen und 8 Std erhitzt (100° C). 
Nach beendigter Hydrolyse wurde die Saiure im Vakuum-Exsiccator tiber KOH 
abgedampft und das im Riickstand vorhandene Glucosamin in heifem Wasser auf- 
genommen. Diese Lésung brachten wir nach dem Filtrieren auf 20 cm’. Das Glu- 
cosamin wurde colorimetrisch nach der erwihnten Methode bestimmt. 

Zur Bestimmung des stickstofffreien Kohlenhydratanteils wurden die Mycel- 
riickstande nach der Laugeextraktion in 1 em* Schwefelsiure (70°/,) aufgenommen 
und nach 30 min filtriert. Das Filtrat verdiinnten wir mit Wasser auf 20 cm®, wobei 
die ausfallenden Stoffe als Triibung in der Fliissigkeit eine gewisse Zeit gleich- 
mafig verteilt blieben. 2 cm* dieser Mischung wurden colorimetriert. 


Ergebnisse und Diskussion 
A. Der Kohlenhydratgehalt der Pilzkultur als Funktion der 
Entwicklung 


Phycomyces wachst nur unter aeroben Bedingungen, am besten auf einem festen 
agar- oder gelatinehaltigen Nahrboden. In einem geeigneten fliissigen Milieu bedeckt 
er die Oberflache der Nahrlésung mit einem kompakten Luftmycel, das sich aber nur 
in einer begrenzten Schichtdicke auszubilden vermag. Steht dem Pilz ein reichlicher 
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Nahrstoffvorrat zur Verfiigung, so wirkt der Durchmesser des KulturgefaBes als 
limitierender Faktor auf das periphere Wachstum. Zudem wird die Nahrlésung im 
Laufe der Entwicklung in zunehmendem Mafe vom Organismus selbst durch seine 
Autolyse sowie durch Ausscheidungsprodukte des reguliren Stoffwechsels unginstig 
verandert. In einem weitlumigen GefiS kommt es deshalb vor der Ausniitzung der 
ganzen Milieuoberfliche zum Wachstumsstillstand. 

Wie aus dem Vergleich von Wachstumskurven hervorgeht, gewahrleistet das 
synthetische Glucose-Asparagin-Milieu (nach ScHoprer) mit einer minimalen Anzahl 
von Nahrstoffkomponenten eine gute Anpassung an die natiirlichen Substrate von 


Tabelle 2. Die Pilzkohlenhydrate (Milligramm je Kultur) als Funktion der Entwicklung 


Alter der Kultur 


3 | 4 D 6 | ‘c 8 10 15 Tage 

mg | mg mg mg | mg mg mg mg 7 
Trockengewicht: 43 |20 |61 |s88 |100 |101 |100 | 95 
8 


a) T.C.S.-Extrakt: 0,13 048) 4,4" 1 10,9 | 13.8 10,9 9,1 
Glykogen I (aus | | 
T.C.S.-Extrakt | | | 
ausgefallt) Se Oded sl 2.6 Shel 65.) OF 81 0,8 
Trehalose u. inter- 
mediare Produkte 
(T.C.S.-Extrakt 
abziigl. Fallung) 0,13 | 0,44) 3,1 Ss ay a 94) 8,4 1s 


b) Glykogen II 0,10 0,60) 3,2 SANT) 4,1 3,2 2,6 2,4 
c) Saure-Extrakt: 
Glucan 0,15 0,62; 0,80; 1,1 1,3 1,3 11,25 1,2 
Chitin (Best. des 
Glucosamins) 0,11 0,68| 2,8 | 4,05) 4,95 6,6 Aatl 6,9 


Phycomyces. Bei diesen Kulturen konnte deshalb in bezug auf die gebotenen Nahr- 
stoffe eine normale Stoffwechseltatigkeit des Organismus vorausgesetzt werden. Die 
Entwicklungszeit bis zum volligen Wachstumsstillstand des Organismus betragt auf 
diesem Substrat unter den angewendeten Kulturbedingungen 8—10 Tage. Der 
Thallus erreicht dabei ein Trockengewicht von 80—100 mg. Wie GLADTKE und 
Brucker (1958) zeigen konnte, tritt bei diesen Kulturen in erster Linie das py, das 
sich in der ungepufferten Nahrlésung wahrend der Entwicklung des Pilzes rasch 
verandert, als limitierender Faktor des Wachstums auf. 

Auf Grund makroskopischer Beobachtung und der Wachstumskurve lassen sich 
hauptsachlich 3 Entwicklungsperioden der Kultur feststellen: Nach dem Beimpfen 
wachsen die Sporen in den ersten drei Tagen zu einem lockeren, submersen Mycel 
von wenigen Milligrammen aus. Wahrend des nachsten Tages erreichen die Hyphen 
an einigen Stellen die Oberflache der Nahrlésung. In einer 2. Periode bildet sich 
innerhalb 2—3 Tagen ein dichtes Luftmycel aus. In diese Zeit fallt das Maximum 
der Wachstumsintensitat. In der folgenden Periode nimmt das Mycelgewicht nur 
noch um wenige Milligramme zu, wobei vor allem die Sporangien ausgebildet werden. 
Nach etwa 20 Tagen sind bereits deutliche Merkmale der Autolyse am ganzen 
Thallus feststellbar. 


Trotz konstanten Ziichtungsbedingungen traten unter den Kulturen 
Verschiebungen zwischen den Wachstumsstadien von 1—2 Tagen auf. Als 
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Ursache ist vor allem die unterschiedliche 
“en a co ©  Keimpotenz der Sporen in der Impf- 
g = Fa “ = suspension anzufiihren. 
S Fie ee 1 aes Die chromatographische Analyse von 
= eens eee Mycel verschiedener Wachstumsstadien 
3 So lie® keine Unterschiede in der qualitativen 
= Zusammensetzung der Kohlenhydrate er- 
= = kennen. Auffallend ist bei alteren Thalli 
© acscs% die zunehmende Unléslichkeit der isolierten 
s 8 les le, Membransubstanz in kalter, konzentrierter 
Ss reo owact Saure. In Tab.2 sind die Ergebnisse der 
& ae © Se quantitativen, colorimetrischen Analyse 
ge os dargestellt. Es sind Durchschnittswerte 
SE von drei Versuchsserien. Die einzelne 
ees etre wes Messung wurde mit Mycelmaterial, das 
3 3 4 BASIN ois" von mindestens drei Parallelkulturen 
Sale) |e FS 6 stammte, durchgefiihrt. 
rs a S aS = Ss * ~ Die verwendete Mikromethode ermog- 
S a = e *% <3 o3 ¢  lichte es, die Bestimmungen an einzelnen 
soe Thalli durchzufiihren. Damit konnte die 
ar Konstanz des Kohlenhydratgehalts in Pilz- 
3 2 fs 5 hres kulturen, die unter gleichen Bedingungen 
ie Petes geziichtet wurden, gepritft werden. Wie 
8 § ole oo ote Tab.3 zeigt, stimmen die Werte der einzeln 
ae cigs tO untersuchten Thalli relativ gut tberein, 
aa ow ae und, was uns wesentlich scheint, es kann 
8 iS fiir einen bestimmten Entwicklungszustand 
23 des Pilzes stets die gleiche Konzentration 
S3 > se und Zusammensetzung der Kohlenhydrate 
‘S38 s eof im Mycel festgestellt werden. 
> n 10 +H — as * 
x 2 Jets : Trehalose und Glykogen 
RS a aaa (vergleiche Abb. 6) 
$A = al io Die Anreicherung der Trehalose im 
S 5 Pilzthallus erfolgt erst, wenn das Mycel 
3 5 die Oberfliche der Nahrlésung erreicht 
6A = 3 hat. Der maximale prozentuale Anteil 
oa E s = = dieses Zuckers am Trockengewicht kann 
E 4 ¥ & x == kurz nach der Periode intensiver Ent- 
a a Mm + é 5 wicklung, noch vor Abschlu8 des Wachs- 
5 | Fi AS tums, festgestellt werden. Der Trehalose- 
rs f 2 & § Gehalt steigt innerhalb von 2—3 Tagen 
Eee : 
gs 5 5. von etwa 2°, auf 12°, sinkt aber mit 
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dem Abklingen des Wachstums rasch wieder ab. Die Anderung 
des Glykogen-Gehalts im Mycel verlauft ahnlich. Glykogen reichert 
sich aber hauptsachlich wahrend des submersen Wachstums im 
Thallus an, wobei der Abbau bereits im Laufe der intensiven 
Entwicklung beginnt. Der maximale Anteil des Glykogens am Trocken- 


e ™Mg 
72 ne 720 


Trehalose % 
0 Ne 


% des Irockengewichtes 
Trockengewicht 


50 D0 Nahrzuckerverbrauch/ Tag 
Trockengewichtszuwachs/ Tag 


oes 4 5 6 7 8 70 Tag 


Abb. 6. Trehalose- und Glykogengehalt der Pilzkultur (in Prozent des Trockengewichtes) als Funktion 
der Entwicklung 


gewicht erreicht nur ungefaihr die Halfte des Trehalosegehaltes. Die 
sukzessive Anreicherung von Trehalose und Glykogen im Pilz wahrend 
seines Wachstums ist leicht erklirbar, wenn man die beiden Kohlen- 
hydrate als Reservestoff betrachtet. Schwerer zu deuten ist aber beziiglich 
Speicherfunktion der frithzeitige Abbau der beiden Stoffe, da zu diesem 
Zeitpunkt noch ein geniigender Nahrzuckervorrat im Milieu vorliegt. Es 
ist denkbar, da® durch die eingangs erwahnte ungiinstige Veranderung des 
Milieus (pH usw.) wahrend der Entwicklung des Pilzes die Nahrstoff- 
aufnahme stark erschwert wird. Der Organismus miiBte dadurch fiir die 
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Deckung seines Energiebedarfs und fiir sein weiteres Wachstum (vor 
allem Ausbildung der Sporangien) bereits seine Reservestoffe verwenden. 
Tatsachlich fallt, wie aus Abb.6 hervorgeht, die stark verminderte Nahr- 
zuckeraufnahme mit dem Beginn des Trehalose-Abbaus zusammen. Es 
lit sich allerdings mit gleichem Recht annehmen, dab durch die ungiin- 
stigen Milieubedingungen primar Wachstumsprozesse beeinfluBt werden 
und daB als Folge des gehemmten Wachstums weniger Nahrzucker 
verbraucht wird. In diesem Falle ware aber die Verwendung von Reserve- 
substanz nicht mehr notwendig. Der vorzeitige Abbau von Trehalose und 
Glykogen kénnte somit nicht mehr mit der Speicherfunktion in Zusam- 
menhang gebracht werden. 

Aus dem Vergleich der Ergebnisse in den Parallelversuchen lieB sich 
bereits eine gewisse Abhangigkeit zwischen Trehalose- und Glykogen- 
bildung einerseits und der Intensitaét des Stoffwechsels (Nahrzuckerver- 
brauch und Trockengewichtszunahme je Tag) andererseits erkennen. In 
den nachsten Experimenten versuchten wir nun das Wachstum der Pilz- 
kultur zu beschleunigen oder zu verzégern (ohne das Endtrockengewicht 
wesentlich zu beeinflussen), um dadurch unterschiedliche Veranderungen 
im Trehalose- und Glykogengehalt des Mycels zu erzielen. Die Pilz- 
kulturen wurden zu diesem Zwecke 1. unter verschiedenen Temperatur- 
bedingungen geziichtet, 2. mit einer unterschiedlichen Zahl von Sporen 
beimpft. Im weiteren verglichen wir den Stamm Phycomyces JB, der 
rascher wiichst, mit Stamm Ba(-+-). Wie aus dem Vergleich der Abb.7, 
8 u. 9 ersichtlich ist, fiihrten die drei Versuche zu tibereinstimmenden 
Ergebnissen. 

Die beschleunigte Entwicklung der Pilzkultur driickt sich durch einen 
erhéhten Trehalosegehalt des Mycels aus, fiihrt aber zu einem rascheren 
Abbau dieses Zuckers in den alteren Kulturstadien. Parallel zum rasche- 
ren Wachstum ist eine geringere Glykogenbildung festzustellen, und 
umgekehrt steigt der Glykogengehalt im Mycel, wenn sich der Pilz 
langsamer entwickelt. 

Die Unterschiede im Kohlenhydratgehalt, entsprechend beschleunigter 
oder verzégerter Entwicklung, lassen sich mit der gleichzeitig damit ver- 
bundenen Verschiebung von submerser Phase und Oberflachenwachstum 
der Pilzkultur in Zusammenhang bringen. Bei rascher Entwicklung, also 
kurzer submerser Phase, bleibt der Glykogengehalt im Mycel niedrig, 
um so stirker reichert sich die Trehalose im Thallus an. Umgekehrt 
steigt der Glykogenanteil an der Trockensubstanz des Pilzes bei langerem 
submersen Wachstum, wobei die Trehalose-Synthese verzogert wird. Kin 
Versuch mit Schtittelkulturen scheint diese Korrespondenz zwischen den 
beiden Kohlenhydraten zu bestatigen. Das Pilzmycel dieser Kulturen 
bleibt durch die standige Bewegung der Nahrfliissigkeit in submersem 
Zustand. Der Thallus nimmt dabei kugelige Gestalt an. Wie Tab.4 zeigt, 
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erreicht der Trehalosegehalt dieser Thalli nur die Halfte von dem der 
Oberflachen-Kultur. Hingegen ist das Mycel relativ reich an Glykogen. 
Es wire zu untersuchen, wieweit die besprochene Abhangigkeit der 
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Abb.7. Der Kohlenhydratgehalt als Funktion der Entwicklung und der Ziichtungstemperatur 
der Pilzkultur 
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Abb.8. Einflu8 der Impfkonzentration auf die Entwicklung und den Kohlenhydratgehalt 
der Pilzkultur 


beiden Kohlenhydrate vom Entwicklungszustand eine Funktion der 
unterschiedlichen Sauerstoffversorgung des Organismus wahrend der 
submersen Phase und dem Oberflachenwachstum ist. 
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Andererseits miiBte durch weitere Experimente tiberpriift werden, ob 
die Anreicherung der Trehalose und deren friihzeitiger Abbau als voriiber- 
gehende, spezielle Speicherung bei der Ausbildung der Sporen zu erklaren 
ist. Auf einen Zusammenhang der beiden Vorginge deutet vor allem der 


Trockengewicht 


/ —~o Stammlb 
o——- Stamm Bat 


16 


72 60 


Trehalose u. 


/ntermed. Prod. » 


% des Irockengewichres 


blykogen 


7 J 7 10 20 Tage 
Abb. 9. Vergleich der Entwicklung und des Kohlenhydratgehaltes zwischen Stamm JB und Ba(-++) 


auffallend rasche Abbau der Trehalose in den Kulturen von Phycomyces 
JB, da dieser Stamm gleichzeitig auch eine besonders tppige Spor- 
angienbildung aufweist (Abb.9). 


Tabelle 4. Kohlenhydratgehalt des Pilzmycels in normalen Kulturen und in 
Schiittelkulturen 


Normale Kultur | Schiittelkultur 

(Alter: 7 Tage) | (Alter: 7 Tage) 
Trockengewicht, je Kultur 88 mg 72 mg 
Okonom. Koeffizient 0,35 0,33 
T.C.S.-Extrakt (Trehalose) 12569), 6,8 9/5 
Lauge-Extrakt (Glykogen) 3,2 9/5 5,6 %5 


Membranpolysaccharide 


Wie aus Abb.10 hervorgeht, nimmt der Anteil der Membranstoffe am 
Trockengewicht des Pilzes wihrend dessen Wachstum stindig zu. In 
Abb. 10 ist der prozentuale Gehalt der beiden Polysaccharid-Fraktionen 
als Funktion der Zeit aufgetragen. Anhand des Kurvenbildes lassen sich 
deutlich die drei hauptsichlichen Entwicklungsstadien der Pilzkultur 
unterscheiden : 
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1. Die zarte Membran des submersen Mycels ist relativ reich an N- 
freien Glucosepolymeren. Chitin ist ungefihr zu gleichen Teilen enthalten. 
2. Wahrend des Oberflachenwachstums wird die Membran des Luftmycels 
fast ausschlieBlich aus Chitin aufgebaut. Der Chitinanteil an der Pilz- 
Trockensubstanz betragt durchschnittlich 5°/,. Der Gehalt an N-freien 
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Abb.10. Der prozentuale Anteil der Membranpolysaccharide an der Pilz-Trockensubstanz im Laufe 
der Entwicklung 


Abb. 11. Réntgendiagramme von Membranpriparaten. Diagramm Nr. 1: Membransubstanz des 
submersen Mycels. Diagramm Nr.2: Membransubstanz des Luftmycels 


Membran-Kohlenhydraten sinkt auf 1°/), da keine N eubildung mehr 
erfolgt. 3. Mit dem Auftreten der Sporangiophoren, die im ausgewach- 
senen Zustand sehr arm an Plasmasubstanz sind, steigt der Chitingehalt 
des Thallus noch einmal deutlich an. 

Der unterschiedliche Aufbau der Zellwand im Submers- und Luftmycel 
148t sich auch durch die Réntgenanalyse der Membranpraparate demon- 
strieren (Abb. 11). Die charakteristischen Interferenzlinien des Chitins 
treten beim Diagramm der Luftmycelmembran klarer hervor. Uber den 
genauen chemischen Aufbau der Glucosepolymeren in der Pilzmembran 
sind noch keine Angaben bekannt. Doch kénnten im Diagramm Nr. t 
(Submersmycel) die Banden im Abstand a und b auf die Anwesenheit 
dieses Polysaccharids hindeuten. 
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B. Der HinfluB der C-Quelle auf den Kohlenhydratgehalt 
des Pilzes 


Fir die folgenden Versuche standen 3 Kulturmilieus zur Verfiigung, 
deren HinfluB bei Phycomyces besonders in bezug auf den Lipoid- 
Stoffwechsel schon eingehend untersucht worden ist (GRoB, BEIN u. 
ScHoPFER 1951; Grob u. SCHOPFER 1952). 


In diesen Milieus ist die Glucose, als C- und Energiequelle, ersetzt durch orga- 
nische Sauren (Acetat und Lactat). Um die Kohlenstoff-Ernahrung vollstandig in 
Abhangigkeit der beiden Saéuren zu stellen, wurde auch das beim normalen 
Glucose-Milieu verwendete Asparagin durch eine anorganische Stickstoff- Quelle 
ersetzt. Die Salze sind beziiglich N-Gehalt in stéchiometrisch, dem Asparagin 
entsprechenden Mengen den Nahrlésungen beigegeben. 

a) Lactat-Milieu (ScHOPFER 1936, unveréffentlicht): Mg-Lactat 2 ¢; (NH,)-Lactat 
2 cm’; MgSO, 0,5 g; KH,PO, 1,5 g; Aneurin 207; in 11 dest. Wasser. — b) Lactat- 
Acetat-Milieu (ScHoprER u. Gros 1952): Zusammensetzung gleich wie a) 
Acetat 10 g. — c) Acetat-Milieu (ScHopFER u. Gros): Na-Acetat 10 g; (NH,), SO, 
1,07 g; KH, PO, 1,5 g; MgSO, 0,5 g; Aneurin 20; in 11 dest. Wasser. 

ScHoPFER stellte fest, daB Phycomyces bei Lactat-Ernahrung keine 
oder nur Spuren von Carotinoiden synthetisiert. Hingegen bildet der 
Pilz bei einem Zusatz von Acetat oder auf Acetat als alleiniger C- Quelle 
eine tberdurchschnittliche Menge dieser Pigmente (SCHOPFER u. GROB). 
Der Pilz wachst aber auf allen drei Substraten bedeutend schwacher als 
auf dem normalen Glucose-Milieu. Ebenso sind die Thalli dieser Kul- 
turen, wie Gros u. BErn (1951) nachwiesen, sehr arm an Lipoiden. Auf- 
fallend ist die sehr kurze Latenzzeit bei der Entwicklung der Lactat- 


Acetat-Kulturen. Die Ausbildung der Sporen beginnt hier bereits am 
3. Tag. 


Zur Bestimmung der Kohlenhydrate wurde der Pilz innerhalb einer Versuchsserie 
gleichzeitig auf den vier Nihrmilieus geziichtet, um von einer einzigen Impflésung 
ausgehen zu kénnen. Erst dadurch war ein exakter Vergleich zwischen den verschie- 
denen Kulturen wahrend ihrer Entwicklung méglich. 

Der Vergleich der Mycel-Extrakte im Chromatogramm ergab bis auf den 
Glucosenachweis keine sicheren Unterschiede in der qualitativen Zusam- 
mensetzung der Pilzkohlenhydrate. Der Nachweis der freien Glucose im 
Thallus der Lactat-Kulturen fallt bei allen Entwicklungsstadien negativ 
aus. Hingegen kommt ungebundene Glucose in relativ hoher Konzentra- 
tion im Mycel der Acetat-Kulturen vor. Wie vorangehende Versuche 
zeigten, kann im 'Thallus nur freie Glucose nachgewiesen werden, wenn 
diese dem Pilz als Nahrstoff zur Verfiigung steht. Der Nachweis im 
Mycel gelingt nicht, wenn Fructose als C- Quelle verwendet wird. Der 
Befund bei den Lactat-Kulturen ist in diesem Falle mit dem der normalen 
Pilzkultur zu vergleichen. Die erst sekundir gebildete freie Glucose 
bei den Acetat-Kulturen deutet auf veriinderte Stoffwechselvorgiinge hin, 
wobei besonders auch eine friih einsetzende Autolyse vermutet werden 
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konnte. Glucose lieB sich aber im Milieu auch alterer Kulturen nicht 
nachweisen. 

In Tab. 5 ist der colorimetrisch ermittelte Kohlenhydratgehalt des Pilzes 
in seiner Abhangigkeit vom Milieu und von der Entwicklung der Kultur 


Tabelle 5. Kohlenhydratgehalt (in Prozent des Trockengewichtes) des Pilemycels als 
Funktion der Entwicklung und der Kohlenstoff-Quelle 


5 5 7 10 20 Tage 

Glucose-Milieu 

Trockengewicht 4,1 45 86 92 90 mg 

T.C.S.-Extrakt 2,9 7,0 11 9,1 8,4 /, 

Lauge-Extrakt 2,6 3,9 4,2 3,8 Shih GE 
Lactat-Milieu 

Trockengewicht 0,7 2,9 12 21 25 mg 

T.C.S.-Extrakt 1,6 ily 9,5 3,3 ifs ON 

Lauge-Extrakt 3,6 4,6 3,9 3,8 1,6,9/5 
Lactat-Acetat-Milieuw 

Trockengewicht 14 46 56 51 47 mg 

T.C.8.-Extrakt 10 Teo 3,3 vagy ay Wi 

Lauge-Extrakt Sel 3,0 2.6 2,0 2,1 %/, 
Acetat-Miliew 

Trockengewicht PAR 6,4 9,2 10 ii > wolales 

T.C.S.-Extrakt 4,2 11 iby 13 6,8 °/, 

Lauge-Extrakt 325 SH 4,0 4,4 339-5 


T.0.8.-Fraktion: Trehalose (zur Hauptsache), intermediire Produkte und 
Glykogen I. (Der Gehalt der T.C.S.-Fraktion an Glykogen I wurde nicht gesondert 
bestimmt). — Lauge-Fraktion: Glykogen II. 


Tabelle 6. Maximal erreichter Kohlenhydratgehalt (in Prozent des Trockengewichtes ) 
wihrend der Entwicklung der Pilzkultur 


T.C.S.-Extrakt Lauge-Extrakt 
Milieu a ar _ - ‘ aoe ia 
nnn SEE? 
Glucose-Milieu ilu! 14 4,2 4,6 
Lactat-Milieu 95 13 4,6 4,7 
Lactat-Acetat-Milieu 10 A) 3,7 4,1 
Acetat-Milieu 13 | 11 4,4 | 3,8 


dargestellt. Als wesentliches Ergebnis dieser Analysen scheint uns, daB 
das Mycel der Lactat- und Acetat-Kulturen, die ein sehr sparliches 
Wachstum aufweisen, nahezu den gleichen Trehalose- und Glykogen- 
gehalt erreicht wie das der Glucose-Kulturen (Tab. 6). Normalerweise 
erfolgt bei ungiinstigen Ernahrungsbedingungen keine oder doch nur eine 
schwache Anreicherung von Reservestoffen im Organismus. Dies trifft, 
wie schon erwahnt, bei Phycomyces fiir den Lipoidgehalt des Thallus zu, 
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wenn diesem Pilz Lactat oder Acetat als Hauptnihrstoffe geboten werden. 
Als eigentliche Reservestoffe von Phycomyces sind also die Fette zu 
betrachten. Andererseits besteht zwischen dem Glykogen- und Trehalose- 
Metabolismus und der Veranderung im Entwicklungsverlauf der Pilz- 
kulturen, wie sie durch die speziellen Milieus bedingt ist, eine gewisse 
Ubereinstimmung. Am deutlichsten driickt sich dies bei den Lactat- 
Acetat-Kulturen aus. Wie erwahnt, kénnen bei diesen Thalli bereits nach 
3 Tagen Sporangien beobachtet werden. Parallel zu dieser kurzen Ent- 
wicklungsdauer la8t sich schon am 3. Tag der maximale Trehalosegehalt 
im Mycel nachweisen. 


C. Der EinfluB des Aneurin-Mangels auf den Trehalose- und 
Glykogen-Metabolismus 


Seit den Untersuchungen von LoHMANN u. SCHUSTER (1937) ist bekannt, daB 
Aneurin-pyrophosphat als Coferment der Carboxylase wirkt und als solche eine 
wichtige Stellung im Kohlenhydrat-Stoffwechsel einnimmt. Als unmittelbare Wir- 
kung des Aneurinmangels konnte bei Phycomyces wie bei zahlreichen anderen B,- 
heterotrophen Organismen eine Anhaéufung von Brenztraubensaure festgestellt 


Tabelle 7. Der EinfluB der B,-Hypovitaminose auf den Kohlenhydratgehalt (haupt- 
stichlich Trehalose und Glykogen in der T.C.S8.- und Laugefraktion) des Pilzmycels 
rn nnn, EE 


Nach B,-Dosis 0,025 0,05 0,1 0,5 20 y 
Tagen (y/25 cm* Nihrm.) mg mg mg mg mg 
Trockengewicht 5,9 6,5 6 6,9 6,6 
4 | T.C.S.-Extrakt 0,07 0,13 0,15 0,12 0,12 
Lauge-Extrakt 0,2 0,23 0,24 0,27 0,22 
Trockengewicht 12 hy io Mage i 58 
5 | T.C.8.-Extrakt 0,37 1,35 4,15 eae h) 6,4 
Lauge-Extrakt 0,61 1,4 2,4 3,2 Sl 
Trockengewicht 17 34 65 | 75 | 73 
6 | T.C.S.-Extrakt 0,85 2,5 6,4 Niel 6,6 
Lauge-Extrakt 0,85 1,9 3,05 3,6 3,4 
Trockengewicht 21 35 63 91 93 
8 | T.C.S.-Extrakt 1,4 2,4 4,4 7,3 7,6 
Lauge-Extrakt 1,15 1,55 1,8 PT 2,9 
Trockengewicht 18 30 57 89 90 - 
11 | T.C.S.-Extrakt 0,45 0,80 2,2 6,1 7,4 
Lauge-Extrakt | 0,85 1,05 1,4 2,3 2,5 


werden. HaaG u. DaLpntn (1937) fanden bei Phycomyces die starkste Anreicherung 
der Saéure, wenn die Vitamindosis 1/,, der optimalen Konzentration betrug. Mit der 
Blockierung des Zuckerabbaus durch B,-Mangel wird, gemaB der zentralen Stellung 
dieser Prozesse, der gesamte Stoffwechsel des Organismus beeinfluBt. Dies driickt 
sich bei Phycomyces bekanntlich durch eine direkte Proportionalitét zwischen 
Vitamindosis und Wachstum (Trockengewicht) aus. 
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GemaB der bekannten Funktion des Aneurins beteiligt sich dieses 
Vitamin, wenn dem Organismus Glucose als Nahrstoff zur Verfiigung 
steht, nur indirekt am Aufbau der zelleigenen Kohlenhydrate. Es war 
aber nach den vorangehenden Versuchen anzunehmen, da der durch 
B,-Mangel gehemmte Energiestoffwechsel den normalen Trehalose- und 
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Abb.12. Der Einflu8 der B,-Hypovitaminose auf den Kohlenhydratgehalt des Pilzmycels (haupt- 
siichlich Trehalose und Glykogen in der T.C.S.- und Laugefraktion). B,-Dosis in Gamma je 25 em? 
Nihrlésung 


Glykogen-Metabolismus wesentlich verdéndert. Von besonderem Inter- 
esse fiir die folgenden Experimente sind die Untersuchungen von ScHop- 
FER (1937) tiber den N-Stoffwechsel der B,-Mangelkulturen bei Phy- 
comyces, auf die spiter noch eingegangen wird. 

Das als Funktion der Zeit und der Aneurin-Dosis ermittelte Trocken- 
gewicht der Pilzkultur fiihrte zu den entsprechenden Wachstumskurven, 
wie sie ScuHoprer unter den gleichen Kulturbedingungen erhalten hatte 
(Glucose-Asparagin-Milieu, 25 cm* Nahrlésung). Die optimale B,-Dosis 
liegt bei 0,3—0,4 y/25 em. Die unter stark suboptimalen Bedingungen 


(0,025) wachsenden Kulturen bilden nur ein submerses Mycel aus ohne 
15* 
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Sporangien. Diese sind stets auch schwacher entwickelt bei einer B,- 
Konzentration von 0,1)/25 cm’. Das intensive Wachstum setzt aber bei 
allen Kulturen gleichzeitig nach dem 4. Tag ein. 

In Tab.7 und Abb.12 sind die Ergebnisse der quantitativen Kohlen- 
hydratbestimmungen in den B,-Mangelkulturen als Funktion der Ent- 
wicklung und der Vitamindosis dargestellt. Die Ergebnisse lieBen sich 
bei der Wiederholung der Versuche im wesentlichen bestatigen. Der 
wahrend der Entwicklung maximal erreichte Trehalose-Gehalt im Mycel 
nimmt parallel zur kleineren Vitamindosis ab. Bei der Priifung der ver- 
schiedenen C- Quellen konnte in den nur sparlich wachsenden Lactat- und 
Acetat-Kulturen der gleiche Kohlenhydrat-Gehalt (in Prozent des 
Trockengewichts) festgestellt werden wie im Mycel der Glucose-Kulturen, 
die mindestens das fiinffache Trockengewicht bilden. Der prozentuale 
Gehalt des Mycels an Trehalose erwies sich also als weitgehend unabhangig 
vom erreichten Trockengewicht der Kultur. Bezogen auf die B,-Mangel- 
kulturen ware der kleinere Trehalose-Gehalt als spezifische Wirkung der 
suboptimalen Vitamindosis zu betrachten, unabhangig vom entsprechend 
schwacheren Wachstum. 

Andererseits ist aber der indirekte Einflu8 des durch den Aneurin- 
Mangel veriinderten Entwicklungsverlaufes der Kultur geltend zu machen. 
Der Trehalose- und Glykogenmetabolismus lie® sich, wie vorausgehende 
Versuche zeigten, mit dem submersen Stadium und dem Luftmycel sowie 
der Sporangienbildung in Beziehung bringen. Der Zusammenhang 1a Bt 
sich vereinfacht wie folgt ausdriicken : 


Entwicklung Trehalose Glykogen 


submerses Myce/ 


Lufimyce/ 


Sporangiophoren 
und Sporangien 


Betrachtet man die Versuchsergebnisse nach diesem Gesichtspunkt, so 
14Bt sich annehmen, daB die normale Entwicklung der Pilzkultur bei 
Aneurin-Mangel unterbrochen wird, wobei der Organismus wahrend der 
weiteren Kulturdauer in seinem physiologisch juvenilen Stadium verharrt. 


Diese Beurteilung der obigen Versuche stiitzt sich vor allem auch auf die Unter- 
suchungen von ScHopreEr iiber die B,-Abhangigkeit des N-Stoffwechsels bei Phy- 
comyces. SCHOPFER kommt beim Vergleich der Mangelkulturen mit der normalen 
Pilzentwicklung beziiglich des N-Gehalts des Thallus zu analogen Ergebnissen: Das 
junge Mycel ist charakterisiert durch einen hohen N-Gehalt. Mit zunehmendem 
Alter des Pilzes sinkt der Stickstoffanteil an der Trockensubstanz auf die Halfte des 
Anfangswertes. Mit zunehmender Hypovitaminose verandert sich der N-Gehalt des 
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Mycels wahrend der Entwicklung immer weniger und bleibt schlieBlich bei den nur 
submers wachsenden Thalli unverandert. ScHOPFER unterschied auf Grund dieser 
Ergebnisse zwischen dem absoluten und dem physiologischen Alter des Organismus. 
Der Entwicklungszustand der Mangelkultur entspricht nach abgeschlossenem 
Wachstum beziiglich N-Gehalt und Trockengewicht einem jiingeren Stadium der 
normalen Kultur. 

Der Entwicklungsablauf des Pilzes wird also parallel zur zunehmenden 
Hypovitaminose nach stets ktirzerer Ziichtungsdauer blockiert. In unse- 
rem Falle driickt sich der juvenile Zustand der Mangelkultur durch einen 
geringeren Trehalose-Gehalt und einen hoheren Glykogen-Anteil aus, 
entsprechend keinem oder nur schwachem Oberflaichenwachstum des 
Pilzes. 


D. Die unterschiedliche Hemmwirkung von Pyrithiamin 
und Oxythiamin als B,-Antagonisten beztiglich des 
Entwicklungsverlaufs und des Kohlenhydratgehalts des Pilzes 


Unter den Analogen des Aneurins erwiesen sich unter anderem auch 
bei Phycomyces, wie SCHOPFER (1948) zeigen konnte, Pyrithiamin und 
Oxythiamin als 2 spezifische Antimetaboliten des Vitamins B,. Auf Grund 
der verschiedenen physiologischen Wirkung der beiden Hemmstoffe in 
den Tierversuchen, lieB sich neben der Bedeutung des Aneurins als Vor- 
stufe der Cocarboxylase eine weitere Funktion dieses Vitamins im Orga- 
nismus voraussetzen. WOOLLEY (1954) faBte die Ergebnisse in folgendem 
Schema zusammen : 


Sensible ala 


Pyrithl amine Se 
Compose Inconhu Qgissant 
Rate sur les nerts 
l Cocarboxy/ase —~ Carboxylase 
ya tt +Apocarboxylase 
Sensible a 


l'Oxythiamine 


Uber die unterschiedliche Hemmwirkung der beiden Antagonisten, die 
in Tierversuchen schon vielfach iiberpriift worden ist, sind bei Mikro- 
organismen noch keine néheren Angaben bekannt. In den folgenden 
Versuchen wurde der Entwicklungsverlauf und der Kohlenhydrat-Gehalt 
des Pilzes als Funktion der Pyrithiamin- und Oxythiamindosis* unter- 
sucht. Das Aneurin wurde stets in optimaler Konzentration zugegeben 
(0,5 y/25 em’ Nahrlosung). 


1 Bei den beiden verwendeten Hemmstoften handelt es sich um Praparate von 
Prof. Dr. RercustEern, Basel. 

Neuere Ergebnisse aus Hemmungsversuchen mit Oxythiamin lieBen SCHOPFER 
vermuten, da8 sowohl das Oxythiamin-Praparat von Prof. REICHSTEIN, wie das 
kaufliche Handelsprodukt (Cf. P. 081272) noch geringe Mengen von Aneurin oder 
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Entsprechend den Hemmungsindices war Pyrithiamin als B,-Antimeta- 
bolit doppelt so wirksam wie Oxythiamin. Der Index stellt das Verhaltnis 
Inhibitor/Vitamin dar im Moment, da das Wachstum der Kultur gegen- 
iiber der Kontrolle um 50°/, gehemmt ist. Das Wachstum bezieht sich auf 
das maximal erreichte Trockengewicht des Pilzthallus. Ubereinstimmend 


Abb.13. Das Trockengewicht des Pilzes als Funktion der Entwicklung und der Pyrithiamin-Dosis 


mit den Angaben von Scuorrer konnte fiir Pyrithiamin ein Index von 
90— 100, fiir Oxythiamin ein solcher von 160—180 gefunden werden. 
Zur Bestimmung dieser Werte wurden die Kulturen am 8. Tag geerntet, 


Aneurin-ahnlichen Stoffen enthalten miissen. Mittels Papierchromatographie konn- 
ten wir tatsachlich eine Substanz abtrennen, die gleich wie Oxythiamin mit Diazo- 
sulfanilsaure reagiert und Thiochrom-negativ ist, aber einen wesentlichen héheren 
Re-Wert aufweist. Sie ist also mit Aneurin nicht identisch, ebenso unterscheidet 
sich die Substanz deutlich in ihrem R¢-Wert von den B,-Komponenten, Pyrimidin 
und Thiazol. Das gereinigte Oxythiamin ist als Hemmstoff bei Phycomyces bedeu- 
tend wirksamer. Die isolierte Verunreinigung ergibt, dem Milieu mit optimaler 
B,-Konzentration zugesetzt, eine starke Férderung des Wachstums zu Beginn der 
Entwicklung. 

Die mit Oxythiamin gehemmten Phycomyces-Kulturen weisen am Anfang der 
Entwicklung stets ein etwas héheres Trockengewicht als die Kontrollen auf. Dies 
lie sich nun gleichfalls auf den wachstumsférdernden Einflu8 der Verunreinigung, 


die wir in den verwendeten Hemmstoff-Praiparaten nachweisen konnten, zuriick- 
fiihren. 
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da das Wachstum nach dieser Ziichtungsdauer normalerweise abgeschlos- 
sen ist. Im Zeitversuch zeigte sich nun aber, dai die Wachstumskurven 
der mit Pyrithiamin gehemmten Kulturen vom normalen Verlauf stark 
abweichen. Unter der Wirkung des Pyrithiamins verlangert sich propor- 
tional zur Hemmstoffkonzentration die Latenzzeit der Kulturen, also 


Abb.14. Das Trockengewicht des Pilzes als Funktion der Entwicklung und der Oxythiamin-Dosis 


die Zeitspanne vom Moment der Impfung bis zum Auftreten meBbaren 
Wachstums. So setzt das Wachstum bei einer Pyrithiamin-Dosis von 
50 7/25 cm? nicht nach 3 Tagen, sondern erst nach 8 Tagen ein. Nach 
dieser verlingerten Latenzzeit erreicht die Kultur nahezu das gleiche 
Trockengewicht. wie die Kontrolle (ohne Hemmstoff) (Abb.13). Mit 
zunehmendem Alter der Kulturen wird damit der Hemmungsindex immer 
groRer, d.h. die Hemmwirkung stets schwacher (Tab. 8). 

Der EinfluB des Oxythiamins andererseits auf das Wachstum des 
Pilzes entspricht weitgehend dem der B,-Hypovitaminose (Abb. 14). 
UWhbereinstimmend mit der Wirkung des zunehmenden Aneurinmangels 
wird proportional zur steigenden Oxythiamin-Konzentration die Entwick- 
lung des Organismus entsprechend friiher blockiert. Der Hemmungs- 
index des Oxythiamins weist damit im Gegensatz zum Pyrithiamin 
(wihrend der Entwicklung der Kultur einen nahezu konstanten Wert auf 


Tab. 8). 
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Die anhand der Wachstumskurven erérterten Unterschiede zwischen 
der Wirkung des Pyrithiamins und des Oxythiamins lieBen sich durch 
die Kohlenhydratanalysen bestatigen und prazisieren. 


Bei der papierchromatographischen Untersuchung der T.C.S.-Extrakte 
driickte sich erneut die Ahnlichkeit zwischen den B,-Mangelkulturen und 
den mit Oxythiamin gehemmten Pilzkulturen aus. Bei beiden ist eine 
erhohte Konzentration von freier Glucose im Mycel festzustellen. Ebenso 
kann in alteren Thalli ein Oligosaccharid nachgewiesen werden, das 

typisch ist ftir das submerse 
Tabelle 8. Notwendige Inhibitor-Dosis zur Mycel der normalen Kultur. Im 
Erreichung der 50°/,igen Hemmung einer iteren wies der dkonomische 


Pilzkultur : ate 
Diciabhaheiskeitder s0gecer Homme Koeffizient bei alteren Kulturen 


vom Alter der Kultur einen abnorm hohen Wert auf. 

os SRR Soca eae Es zeigte sich, daB die Bestim- 

Alter der Kultur /°7"", ? mung des restlichen Nahrzuckers 

: im Milieu zu falschen Ergebnissen 

keine s a 

4 Tage 8 Hemmung fiihrte, da von den Thalli eine 

6 Tage 12 80 Fehling-reduzierende Substanz in 

7 Tage 17 75 erheblicher Menge in die Nahr- 

Saline = a lésung ausgeschieden wird. Die- 
age een 

11 Tage 56 81 ses Stoffwechselprodukt konnte 

13 Tage 63 85 im Chromatogramm mit Silber- 


nitrat-Reagens sichtbar gemacht 
werden. Die Substanz besitzt einen ahnlichen Ry-Wert wie Glycerin- 
aldehyd. Das Stoffwechselprodukt 1i8t sich auch im Mycel der betreffen- 
den Kulturen nachweisen. 


Andererseits konnte beim Chromatographieren von Extrakten aus Pyri- 
thiamin-Kulturen zwischen diesen und der normalen Kultur beim Ver- 
gleich entsprechender Entwicklungsstadien kein Unterschied beobachtet 
werden. 


In Tab. 9 und 10 ist der colorimetrisch bestimmte Kohlenhydratgehalt 
des Mycels in Abhangigkeit der Pyrithiamin- und Oxythiamin-Hemmung 
dargestellt. Wie ersichtlich ist, entspricht der Einflu8 des Oxythiamins auf 
den Glykogen- und Trehalose-Metabolismus weitgehend dem der Hypo- 
vitaminose. Das Pyrithiamin hingegen iibt auf den Kohlenhydratgehalt, 
sobald das Wachstum der Kultur nach einer langeren Latenzzeit einsetzt, 
keinen EinfluB mehr aus. 


Ks stellt sich nun die Frage, ob die unterschiedliche Wirkung des 
Pyrithiamins, ahnlich den Tierversuchen, als Blockierung einer weiteren, 
noch unbekannten Funktion des Aneurins im Stoffwechsel zu deuten ist, 
oder ob die verschiedene Reaktion des Pilzes gegeniiber den beiden 
Hemmstoffen durch andere, von der Funktion des Vitamins unabhangige 
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Faktoren bedingt ist. Die mit Phycomyces bisher durchgefiihrten Ver- 
suche lassen sich wie folgt beurteilen: 

1. Pyrithiamin wirkt in vollem Umfange spezifisch als B,-Antimeta- 
bolit, da durch tiberoptimale Aneurindosen eine totale Enthemmung 


Tabelle 9. Kohlenhydratgehalt in Prozent des Trockengewichtes als Funktion 
der Entwicklung und der Pyrithiamindosis 


hes Praia 0 10 20 30 40 50. «| «60y 
Kultur- (y/25 cm® N1.) 
dauer "lo 
T.C.S.-Extrakt 3,0 
3 | Lauge-Extrakt 4,0 
Glucosamin 2.6 
T.C.S.-Extrakt 2,4 2,5 
4 | Lauge-Extrakt 4,6 4,0 
Glucosamin 3,4 2,6 
T.C.S.-Extrakt 5,9 2,1 ie 
5 Lauge-Extrakt 5,4 4,3 Geil 
Glucosamin | 4,6 2,9 20 
T.C.S.-Extrakt.- | 8,9] 5,3) 2,0| 1,5 |” 2,0 
6 Lauge-Extrakt | 65,6 Sai) 4,5 4,2 41 
Glucosamin ake 4.5 2,9 2.5 2,6 
| 
T.C.S.-Extrakt 11 8,4 5,3 2,0 Pe | 2,4 
7 Lauge-Extrakt 5,0 5,8 5,9 5,4 4,5 4,4 
Glucosamin | 4.6 4.6 4,5 4,6 3,0 2,9 
T.C.S.-Extrakt 8,0 | 10 10,5 5,0 4,8 2,4 2,0 
8 | Lauge-Extrakt 4,5 \0 Ag Meet: 2o), 06,9 MB CAA he 45 
Glucosamin 6,5 6,0 5,0 4,9 3,6 2,6 2.6 
| -'T.0.8.-Extrakt | [98,04 20,6 [10,5 )% Ian e459 
{1 Lauge-Extrakt | 27 |. 48|. 531 66| 5,5 | St 
Cas. xtralkce 8,4 7,2 8,7 9,1 10,0 8,5 6,7 
13 Lauge-Extrakt 2.4 2,5 Spl 4,5 5,1 5,3 5,4 
Glucosamin 7,0 6,7 6,8 6,1 6,3 4,9 4,7 


erzielt wird. Die Wirkung ist quantitativ in dem Sinne, dai proportional 
zur steigenden Hemmstoffdosis das Wachstum des Pilzes wahrend einer 
stets langeren Kulturdauer vollstandig blockiert und ebenso, dab 
diese verlingerte Latenzzeit entsprechend der zusatzlichen Aneurindosis 
ganz oder teilweise aufgehoben wird. 

2. Die durch Pyrithiamin erzielte Wachstumsverzégerung kann bei 
noch so starkem Aneurinmangel nicht beobachtet werden. 

Dieser scheinbare Widerspruch lieBe sich dadurch erklairen, daB die 
noch unbekannte Funktion des Aneurins bei Phycomyces sich nur auf 
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die ersten Entwicklungsvorginge der auskeimenden Sporen beschrankt 
und an eine sehr geringe Vitaminkonzentration gebunden ist. Es kann nun 
angenommen werden, da erst die spezifische Hemmwirkung des Pyri- 
thiamins imstande ist, diese hypothetische Funktion des Vitamins zu 
blockieren. Eine erste Uberpriifung dieser Annahme wurde versucht, in- 
dem das Pyrithiamin nicht von Anfang an der Nahrlésung beigefiigt 


Tabelle 10. Kohlenhydratgchalt in Prozent des Trockengewichtes als Funktion 
der Entwicklung und der Oxythiamindosis 


ee 


Pe 


eek Oxyihianin 0 40 80 90 100 120. | 1507 
Kultur- (y/25 em® N1.) - 

dauer lo 

3 T.C.S.-Extrakt 2,5 D7. 3,0 2,9 oa 2,9 3,1 

Lauge-Extrakt 3,9 3,9 4,0 4,0 4,1 4.2 4.3 

4 T.C.S.-Extrakt 2,5 2,5 al 3,4 3,9 4.2 4.6 

Lauge-Extrakt 41 4,2 4,5 | 4,4 / 4,9 4,9 bet 

6 T.C.S.-Extrakt 12,0 9,4 7,0 5,4 4,4 4,5 3,8 

Lauge-Extrakt Dal 5,9 4,9 4,4 42) 4,4 4,0 

4 T.C.S.-Extrakt 1355 |+ 11,0 6,2 5,9 4,4 3,8 3,D 

Lauge-Extrakt 4,8 4,7 4,4 4,5 3,9 4,1 3,9 

T.C.S.-Extrakt 8,8 8,7 8,0 ONG tall 4.9 4,0 

9 Lauge-Extrakt 3,9 4,2 4,4 5,1 ST 3,9 3,8 

Glucosamin 6,1 6,2 5.1 4,6 4,5 Be!) Bat 

13 T.C.S.-Extrakt legaee 9,3 7,8 7,6 7,0 4,0 3,5 

Lauge-Extrakt lige. 5 2,9 Sal, 4,1 4,9 3,6 aes) 


wurde, sondern erst 2,3 und 4Tage nach dem Impfen. Wenn der 
Hemmstoff nach 2 Tagen zugegeben wird, reduziert sich die Wachstums- 
verzogerung um mehr als die Halfte. Wird das Pyrithiamin 3 Tage nach 
der Impfung beigegeben, so ist tiberhaupt keine Verlangerung der 
Latenzzeit mehr zu beobachten. Dieses Ergebnis scheint erneut auf eine 
durch Pyrithiamin spezifisch gehemmte B,-Funktion hinzudeuten, die 
mit den friihen Entwicklungsstadien der Pilzkultur in Beziehung zu 
bringen ist. Das Ergebnis spricht auch gegen die Annahme, dafi das 
weitgehend normale Wachstum der Pilzkultur nach der verlangerten 
Latenzzeit auf einer vollstandigen Inaktivierung des Hemmstoffes 
durch den Organismus beruhen kénnte. 

Zum Schlu8 muB gesagt werden, daf die exakte Beurteilung dieser 
unterschiedlichen Hemmstoffwirkung weitere Versuche voraussetzt, in 
denen vor allem der Metabolismus von Vitamin und Hemmstoff wahrend 
der Entwicklung des Pilzes eingehend untersucht wird. 
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Zusammenfassung 

In der vorliegenden Arbeit werden die Kohlenhydrate von Phycomyces 
blakesleeanus wahrend dessen Entwicklung quantitativ bestimmt und 
ihre Abhangigkeit von bestimmten Kulturbedingungen (organische Sau- 
ren als C- Quelle; B,-Hypovitaminose) untersucht. 

1. Mittels Papierchromatographie lassen sich im Pilzmycel Glucose (als 
primar aufgenommener Nahrstoffzucker), Trehalose und bis zu 4 Oligo- 
saccharide (Intermediarprodukte des Glykogen-Metabolismus) als freie 
niedermolekulare Kohlenhydrate nachweisen. — Nach hydrolytischem 
Abbau sind Ribose, Fructose (in Spuren), Glucose und Glucosamin in den 
Mycelextrakten festzustellen. — Glykogen kann in 2 Fraktionen, die sich 
in ihrer Léslichkeit unterscheiden, aus dem Thallus isoliert werden. — 
Am Aufbau der Membran sind, neben Chitin, N-freie Glucose-Polymere 
beteiligt. 

2. Die drei quantitativ bedeutendsten Kohlenhydrate des Pilzes (‘Tre- 
halose, Glykogen und Chitin) werden nach fraktionierter Extraktion zur 
Hauptsache colorimetrisch bestimmt mit Anthron- und Ehrlich-Reagens. 
Thr Anteil am Trockengewicht des Mycels erweist sich im Laufe der 
Entwicklung des Pilzes in erster Linie vom Submers- und Oberflachen- 
wachstum sowie der Sporenbildung abhangig. Gleichzeitig ist eine direkte 
Beziehung zwischen dem Trehalose- und Glykogenmetabolismus und dem 
Energiestoffwechsel anzunehmen. 

3. Phycomyces wachst auf einem Nahrsubstrat mit ausschlieBlich Acetat 
oder Lactat als C-Quelle bedeutend schwacher als in dem normalen 
Glucose-Milieu, wobei Lipoide nur in geringem Masse gespeichert werden. 
Glykogen und Trehalose bilden sich aber in diesen Mangelkulturen in 
(prozentual zum Trockengewicht) gleicher Menge wie bei normaler Ent- 
wicklung des Pilzes. 

4. Bei B,-Hypovitaminose nimmt der Trehalosegehalt des Thallus ent- 
sprechend der kleineren Vitamindosis ab, was mit dem reduzierten 
Atmungsstoffwechsel der betreffenden Organismen in direkten Zusammen- 
hang gebracht werden kann. — Die Wirkung des B,-Mangels auf die 
Pilzkohlenhydrate l48t sich aber ebenfalls auf Grund indirekter Kin- 
fliisse (physiologisch juveniles Stadium der Mangelkultur) erklaren. 

5. Die Beeinflussung der B,-Wirkung durch die beiden Antimetaboliten 
Pyrithiamin und Oxythiamin fiihrt bei Phycomyces zu unterschiedlichen 
Mangelerscheinungen. — Die Wirkung der Oxythiamin-Hemmung auf 
das Wachstum und den Kohlenhydratgehalt des Pilzes entspricht weit- 
gehend der einer suboptimalen B,-Dosis. — Unter dem EinfluB von 
Pyrithiamin wird das Wachstum der Kultur, proportional zur Hemm- 
stoffdosis, nach dem Impfen eine bestimmte Zeit vollstandig blockiert. 
Auf diese verlingerte Latenzzeit folgt aber beziiglich Trockengewicht 
und Kohlenhydratgehalt eine normale Entwicklung des Pilzes. 
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ausgefiihrt. Meinem verehrten Lehrer méchte ich an dieser Stelle fiir alle Hilfe und 
fiir das Interesse, das er meinen Arbeiten entgegenbrachte, danken, ebenso Priv.- 
Doz. Dr. E. GC. Gros fiir die wertvolle Unterstiitzung in chemischen Fragen. 


Literatur 


Aminorr, D., and W. T. S. Morcan: Nature (Lond.) 162, 579 (1948). 

Boas, N. F.: J. biol. Chem. 204, 553 (1953). 

CartstrorM, D.: J. biophys. biochem. Cytol. 8, 669 (1957). — Cuune, C. W., 
and W. J. Nickerson: J. biol. Chem. 208, 395 (1954). 

Exson, L. A., and W. T. J. Morean: Biochem. J. 27, 1824 (1933). 

Forsytu, W. G. C.: Nature (Lond.) 161, 239 (1948). — Frey, R::) Ber: 
Schweiz. Bot. Ges. 60, 199 (1950). 

Grrr, K. V., u. V. N. Nigam: Naturwissenschaften 40, 343 (1953). — GraprKg, E., 
u. W. Brucker: Arch. Mikrobiol. 29, 53 (1958). — Gros, E. C., M. Brin et W. 
H. Scuorrer: Bull. Soc. Chim. biol. (Paris) 33, 1236 (1951). — Gros, E. C., 
W. H. Scnoprer et G. G. Porerri: Rev. Internat. Vitaminol. 23, 484 (1952). 

Haaa, E., et C. DatpHry: Compt. rend. Soc. Phys. Hist. Nat. Genéve 57, 76 
(1940). — Hnyn, A.N.J.: Protoplasma (Berl.) 25, 3 (1936). — Hove, L.: Nature 
(Lond.) 165, 400 (1950). 

Immers, J., and E. Vasseur: Nature (Lond.) 165, 898 (1950). 

Kunz, H. A.: Helv. physiol. pharmacol. Acta 14, 411 (1956). 

Loumann, K., u. Pu. ScuusreR: Biochem. Z. 294, 188 (1837). 

Muyer, K. H.: Advane. Enzymol. 3, 109 (1943). — Meymr, K. H., u. G. W. 
Pankow: Helv. chim. Acta 18, 589 (1935). — Morrts, D. L.: Science 107, 254 (1948). 

Norrucotr, D. H., and R. Horne: Biochem. J. 51, 232 (1952). 

Parrripgr, 8. M.: Biochem. J. 42, 238 (1948). — Nature (Lond.) 164, 443 
(1949). — Pazur, J. H., and D. Frencu: J. biol. Chem. 196, 265 (1952). — 
Priiicer, E.: Arch. Ges. Physiol. 96, 1 (1903). 

Scumipt, M.: Arch. Mikrobiol. 7, 241 (1936). — Scuoti, E.: Monatsh. Chem. 
29, 1023 (1908). — Scuorrer, W. H.: Protoplasma (Berl.) 28, 381 (1937). — Bull. 
Soc. Chim. biol. (Paris) 80, 940 (1948). — ScooprEr, W. H., u. E. C. Gros: Experi- 
entia (Basel) 8, 140 (1952). 

TREVELYAN, W. E., D. P. Procrer and J.S. Harrison: Nature (Lond.) 166, 
444 (1950). — TRevenyan, W. E. and J. S. Harrison: Biochem. J. 50, 298 (1952). 

Wootny, D. W., and R. B. Merrierep: Bull. Soz. Chim. biol. (Paris) 36, 1207 
(1954). — Fed. Proc. 11, 458 (1952). — J. biol. Chem. 191, 43 (1951). 


Archiv fiir Mikrobiologie 33, 223 —252 (1959) 


Aus dem Institut fiir Pflanzenkrankheiten der Universitat Bonn 


Untersuchungen zur Systematik 
der Gattung Phytophthora de Bary * 


Von 
FRANZ JOSEF SCHWINN 


Mit 12 Textabbildungen 
(ELingegangen am 13. Dezember 1958) 


Die Arten der Gattung Phytophthora gehéren, abgesehen von der hoch. 
spezialisierten P. infestans, wegen ihrer groBen Variabilitat zu den 
systematisch schwierigen Pilzen. Ihre Klassifizierung wird durch die 
groBe Artenzahl erschwert (WATERHOUSE 1956); dabei existieren infolge 
der lange gebrauchlichen Benennung der Organismen nach der Wirts- 
pflanze, auf der sie gefunden wurden, zahlreiche Doppelbenennungen, 
die die Systematik belasten. 

Die Angaben tiber Artcharakteristica (Literatur bis 1931 bei TucKER 
1931; LEontAN 1934; BLACKWELL 1943, 1949; FrEzz1 1950; WATERHOUSE 
u. BLACKWELL 1954, weitere Arbeiten im folgenden) weisen man- 
cherlei Widerspriiche und Unklarheiten auf. Das mag zum groBen Teil in 
der Verschiedenheit der Methodik und Versuchsbedingungen begriindet 
sein. Die Exaktheit dieser Faktoren erscheint gerade bei derart plastischen 
Organismen wichtig. Eine Reihe von Merkmalen wurde daher unter die- 
sem Gesichtspunkt eingehend tiberpriift. Dabei standen innerhalb der 
morphologischen Arteigenschaften die Oosporen im Vordergrund, deren 
systematischer Wert zwar generell anerkannt, doch in seinem Umfang 
noch nicht untersucht ist. Vor allem wurden die MaBe unter dem Aspekt 
der Konstanz von Bedingungen und Beobachtungen gepriift. 

Neben morphologischen haben schon in friiheren Arbeiten physiolo- 
gische Artmerkmale eine Rolle gespielt (LEoNntrAN 1934). Von ihnen inter- 
essierte vor allem die Abhangigkeit des Wachstums von der Temperatur 
und die Verwertbarkeit verschiedener Kohlenstoff-Quellen. Daneben 
wurde die Reaktion gegeniiber antibiotisch wirksamen Substanzen und 
Vitamin B 1-Gaben untersucht. 

Untersuchungen iiber Arteigenschaften erfordern eine grofe Breite, 
wenn sie reprasentative Ergebnisse bringen sollen. Daher wurden aus der 


* Auszug aus einer gleichnamigen Dissertation der Mathematisch-Naturwissen- 
schaftlichen Fakultaét der Rheinischen Friedrich-Wilhelms- Universitat Bonn, 1958. 
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umfangreichen Gattung Phytophthora zwei besonders wichtige Arten, 
P. cactorum und P. parasitica, mit mehreren Herkiinften bzw. Varietaten 
(varietas = durch geringfiigige Merkmale vom Arttypus abweichende 
Herkunft) in den Mittelpunkt der Untersuchungen gestellt; daneben 
wurde von einer Reihe von Arten, die z.T. als systematisch nicht sicher 
gelten, je eine Herkunft herangezogen. Damit ergab sich die Méglichkeit, 
Ahnlichkeiten mit den vorgenannten Arten zu priifen. 


A. Experimenteller Teil 
I. Material und Methoden 


Es wurden folgende Kulturen verwendet: P. cactorwm (L. u. C.) Schroet., isoliert 
von Prunus armeniacus (Herkunft A), Antirrhinum sp. (D), Fragaria sp. (EZ), Pirus 
malus (C und F), Saxifraga sp. (H), Sempervivum sp. (Z), auBerdem var. applanata 
von Syringa sp.; P. cambivora (Petri) Buism. von Casuarina sp., P. capsict Leon. 
von Capsicum sp., P. cinnamomi Rands, P. citricola Saw. von Citrus sp., P. citro- 
phthora (Sm. u. Sm.) Leon., P. colocasiae Racib. von Colocasia sp., P. cryptogea Peth. 
u. Laff., P. erythroseptica Peth. von Solanum tuberosum, P. fragariae Hickman von 
Fragaria sp., P. himalayensis Dastur von Solanum tuberosum, P. hydrophila Curzi 
von Capsicum sp., P. lateralis Tuck. u. Milbr. von Chamaecyparis sp., P. manoanu 
Sid. von Ricinus sp., P. megasperma Drechs., P. melongenae Saw., P. mexicana Hots. 
u. Hartge von Solanum lycopersicum, P. palmivora (Butl.) Butl. von Theobroma 
cacao, P. parasitica von Dianthus sp. (D), Sesamum sp. (S), Bryophyllum sp. 
(CBS I), Solanum melongenae (CBS IT), auBerdem var. nicotianae Tuck. von Nico- 
tiana tabacum und var. rhei Godfr. von Rheum raponticum; P. richardiae Buism., 
P. syringae Kleb., P. terrestris Sherb. und drei nicht identifizierte Herkinfte: R/, 
R2 (vonSinningia sp.) und N (von Rhododendron sp.). Uber ihre Identifizierung wird 
spater (S. 249) berichtet. 

Die Kulturen stammten vorwiegend aus dem CBS Baarn, auferdem von der 
BBA Berlin, dem Institut phytopathologique Benaki (Athen) und aus eigenen Isolie- 
rungen. 

Die Untersuchungen wurden mit Reinkulturen durchgefiithrt, die in Bouillon- 
Nahrlésung gegen Verunreinigung durch Bakterien vor jedem Versuch gepriift 
wurden. Dauerkulturen wurden auf Hafermehlagar (25 g Hafermeh]; 2,5 g Glycerin; 
1 g NH,NO,; 1 g MgSO,; 18g Agar; 1000 cm® aq. dest.; pa nach dem Autoklavieren 
5,2—5,5) in Schragrohrchen angelegt und bei 7—9° C aufbewahrt. Im Abstand von 
4—6 Monaten wurde auf frische Nahrbéden iibertragen. Zum Regenerieren er- 
schopfter Kulturen erwies sich Reisnihrboden (nicht polierter Reis und aq. dest. im 
Verhaltnis 1:1 autoklaviert) als sehr geeignet. 

Alle Nahrbéden und -lésungen wurden bei 0,8—0,85 atii 40 Minuten lang auto- 
klaviert und danach auf ihren pgy-Wert kontrolliert. Die verwendeten Chemikalien 
waren pro-analysi-Substanzen der Firma Merck, Darmstadt. 


II. Untersuchungen zur Konstanz morphologischer Merkmale 


1. Beobachtungen 


Die im folgenden kurz beschriebenen Beobachtungen wurden zum Teil zwar 
schon von fritheren Autoren festgehalten; doch erschien es mir wichtig, sie als eigene 
Beobachtungen erneut zu erwahnen, weil die Ubereinstimmung der Befunde iiber 
lange Zeitraéume Schliisse auf die Konstanz der Merkmale erlaubt. 
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a) Hyphenund M ycel 


Die Neigung zur Bildung von Luft- und Substratmycel hangt eng mit 
der Zusammensetzung des Nahrmediums zusammen. Das zeigte sich bei 
Priifung des Verhaltens von 16 Phytophthora-Arten bzw. -Herktinften 
auf 11 verschiedenen Agar-Nahrbéden. Artgebundene Eigenheiten in der 
Ausbildung von Luft- und Substratmycel lieBen sich nicht beobachten. 

Die Hyphen von P. cactorum, P. citricola, P.cryptogea, P. syringae 
und der Isolierung NV sind auf Hafer- und Bohnenmehl-Agar (vgl. 8. 226) 
etwa 6—10 wy stark und in der Dicke unregelmaBig, so daf sie knorrig- 
knotig und mitunter bizarr erscheinen. Sie bilden in wechselnden, aber 
durchweg engen Abstaénden Verzweigungen, die wie die Ausgangshyphen 
in der Dicke ungleichmaBig sind. Die Kulturen dieser Arten in Petri- 
schalen wirken sehr iippig und dicht. Das Luftmycel ist flockig-flaumig 
und niedrig; bei starkem Wachstum in nahrstoffreichen Medien kollabiert 
es leicht nach einigen Tagen. 

Die Hyphen von P. parasitica, P. cinnamomi, P. palmivora und ver- 
wandter Arten sind etwas dinner (4—8 y), glatt, zih und in der Dicke 
gleichmaBiger. Sie verzweigen sich seltener und wachsen in Kultur fadig, 
locker und mit héher aufragendem Luftmycel. 

Uber das unterschiedliche Bild dieser beiden Gruppen hinaus zeigen 
zwei Arten besondere Higenschaften: P. cinnamomi bildet in allen ge- 
brauchlichen Nahrbéden runde Hyphenschwellungen (= hyphal swell- 
ings; BLACKWELL 1949). Diese gleichen bei oberflachlicher Betrachtung 
Chlamydosporen, unterscheiden sich aber von ihnen dadurch, daB sie von 
der Traghyphe nicht durch ein Septum abgetrennt sind und nur eine ein- 
fache Wand besitzen. Sie werden oft zu mehreren auf einer Hyphe termi- 
nal gebildet. Schon Ranps (1922) hat sie in der Originalbeschreibung der 
Art erwahnt; spiter wurden sie von verschiedenen Autoren (TUCKER 
1931; Lzontan 1934; WaTERHOUSE u. BLACKWELL 1954) beobachtet. 
Offenbar handelt es sich also um ein Merkmal, das gentigend Konstanz 
aufweist, um als artcharakteristisch gelten zu kénnen. 

Ahnliche Gebilde sind von mir haufig in Kulturen von P. syringae 
beobachtet worden. Diese Art bildet sie oft perlschnurartig hintereinan- 
der. Sie sind deutlich kleiner als die von P. cinnamomi und liegen, im 
Gegensatz zu diesen, stets im Substratmycel. Mitunter sind sie an Hyphen- 
verzweigungen zu sehen (vgl. BuDDENHAGEN 1955b). 


b) Reproduktive Organe 


Bei den spater beschriebenen Messungen beobachtete ich Merkmale an 
reproduktiven Organen, wie die Lage des Antheridiums bei der Befruch- 
tung des Oogons, die Farbe der Oosporen, die Entstehung der Chlamydo- 
sporen sowie Eigentiimlichkeiten der Sporangien. 
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Die Bildung amphi- bzw. paragyner Antheridien, die seit langem be- 
kannt ist, hat einen gewissen systematischen Wert. Darauf haben schon 
Rosenpaum (1917), Tucker (1931) und Lronran (1934) hingewiesen, 
wenn auch ihre Beobachtungen in einzelnen Punkten voneinander ab- 
weichen. Die Arten P.cryptogea, P. erythroseptica und P. hydrophila 
pildeten in meinen Kulturen stets amphigyne Antheridien, die Arten 
P. cactorum, P. citricola, P. megasperma und Isolierung N dagegen stets 
paragyne. Gelegentlich, etwa in 1—3°/, der gezahlten Falle, traten 
amphigyne Formen auf bei P. megasperma und P. cactorum. Die tiber 
30 Jahre unverainderten Beobachtungen, abgesehen von gegensatzlichen 
Aussagen fiir P. megasperma, die zunachst als amphigyn (Lzeontan 1934), 
spiater als paragyn (WATERHOUSE u. BLACKWELL 1954) beschrieben wor- 
den ist, rechtfertigen es, die Lage des Antheridiums als eindeutiges 
Gruppenspecificum zu verwenden. 

_ Die Farbe der Oosporen lag zwischen hyalin und braungelb. Sie wech- 
selte innerhalb P. cactorwm und anderer oosporenbildender Arten in 
diesem Bereich und hat daher keinen artspezifischen Wert. 

Die Chlamydosporen wurden bei allen untersuchten Arten interkalar 
oder terminal gebildet. Beide Entstehungsarten kamen innerhalb einer 
Kultur meist nebeneinander vor. Die Chlamydosporen sind rund oder 
rundlich; miBwiichsige Abweichungen, die man gelegentlich beobachtet 
hat, treten meist vereinzelt auf; in gréBerer Zahl kénnen sie auf Medien 
entstehen, denen wichtige Substanzen fehlen. 

Die Sporangien der Phytophthora-Arten unterscheiden sich in Form, 
GréBe, Papillenbildung und in der Ausbildung der FuBzelle (BLacK- 
WELL 1949). Nach meinen Beobachtungen bildet P. cactorwm rundliche, 
deutlich papillierte Sporangien (MaBe S. 232), P. parasitica etwas lang- 
liche, ebenso papillierte, P. cryptogea fast runde, mit flacher Papille ver- 
sehene Sporangien. Die Ausbildung echter FuBzellen beobachtete ich bei 
Sporangien von P. hydrophila, P.cryptogea und P. cactorwm, nicht 
dagegen bei P. palmivora (AsuBy 1929b). Falsche FuBzellen bildete 
P. citrophthora. 


2. Messungen 


Vorversuche hatten gezeigt, da innerhalb der festen Medien Sporen 
am reichlichsten auf Bohnenmehl- und auf Kartoffel- Dextrose-Agar ge- 
bildet werden. Fliissige Medien (z.B. Petri-solution) wurden nicht ver- 
wendet, da sie nur die Bildung von Sporangien fordern, die bei meinen 
Untersuchungen weniger beriicksichtigt wurden. 


Bohnenmehl-Agar wurde aus 50g fein gemahlenen weifen Bohnen (Phaseolus 
vulgaris), 18 g Agar und 1000 cm® aq. dest. auf zweierlei Weise hergestellt: im ersten 
Fall wurden die Substanzen gemischt, abgefwllt und autoklaviert (Bezeichnung 
Bm 2); im zweiten wurde aus dem Bohnenmehl ein Dekokt hergestellt (das Bohnen- 
mehl wird, in einem Sackchen hangend, in aq. dest. extrahiert, der Triibungsgrad 
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wird refraktometrisch kontrolliert), dem die iibrigen Substanzen beigegeben wurden 
(Bezeichnung Bm1). Kartoffel-Dextrose-Agar wurde aus einem Dekokt von 200 g 
Kartoffeln, 15 g Dextrose, 18 g Agar und 1000 cm’ aq. dest. hergestellt. 

Auf diesen Nahrbéden entstanden Oosporen bei P. cactorum A, C, E, 
F, H, Z und var. applanata, P. citricola, P. cryptogea, P. erythroseptica, 
P. hydrophila, P. megasperma und Isolierung NV; Chlamydosporen bei 
P. lateralis, P. palmivora cacao, P. parasitica D, S, CBS I, CBS IT, var. 
rhei und var. nicotianae, P. terrestria und den Isolierungen RJ und R2; 
Sporangien bei P. cactorum F, P. hydrophila, P. parasitica D, 8, var. 
nicotianae, var. rhei und den Isolierungen RJ und R2. P.cactorum D bil- 
dete auf Bm 2 vereinzelt Oosporen, jedoch in so geringen Mengen, da 
Messungen in reprasentativem Umfang nicht méglich waren. 


Tabelle 1. Oosporenmessungen 


| Alter der x Ae : Var. koeff. 
| Kultur in 2 Minimum | Maximum s+ me 3 
| in Tagen 
P. cactorum A 10 24,9 “| 18,4 31,6 0,82 3,29 
| 8 apa | 164 31,6 0,83 3,28 
10 25,9 | 18,4 32,9 0,82 3,17 
13 24,2 | 18,4 31,6 0,74 3,06 
0 4.9 17,1° Ae 308 0,73 3,03 
23 | 25,2 184 | 84,2 | 0,76 3,02 
P.cactorum H | 21 OTe is WS 28,9 0,65 3,00 
| 7 21,9 | 17,1 26,3 0,64 2,92 
Vine eel? ee AT 27,6 0,62 2,92 
if Ot ta 27,6 0,62 2,95 
Ge P10) OT P2638 0,61 2,89 
| 6> MONO te 4515,8 26,3 0,66 3,15 
10 21,4 15,8 27,6 0,77 3,60 
13 22.7 15,8 30,3 0,68 3,00 
13 22,1 15,8 27,6 0,63 2,86 
P. cactorum | 6 =|. 23,9 18,4 30,3 0,86 3,60 
applanata 11 23,0 18,4 27,6 0,67 2,96 
11 24,3 18,4 30,3 0,82 3,37 
12 24,2 17,1 30,3 0,88 3,64 
12 23,8 18,4 32,9 0,78 3,28 
11 944.05 1834 32,9 0,83 3,34 
122d os Boerner ats 0,87 3,68 


Die Kulturen wurden bei etwa 23° C in Schragrédhrchen herangezogen. Nach 
einer bestimmten Zeit (vgl. Tab.1) wurden jeweils 500 Sporen bei 360facher Ver- 
gréBerung im binocularen Leitz-Mikroskop gemessen. Dabei wurden der Kultur 
zwei- bis dreimal Mycelflocken bzw. Nahrbodenstiickchen entnommen. Die Auswer- 
tung der Ergebnisse (Abstand der MeBklassen: 2,6 ) erfolgte nach dem Multiplika- 
tionsverfahren fiir die Berechnung des StreuungsmaBes nach WEBER (1956, 8. 62ff.). 
Die Messungen erstreckten sich iiber ein Jahr. Sie wurden in zwei Reihen durch- 
gefiihrt. Zunachst wurden je Herkunft und Sporenart durchschnittlich dreimal 
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Messungen von je 500 Stiick vorgenommen. In einer zweiten Reihe wurde, eben- 
falls in dreifacher Wiederholung, 3—5 Monate spater gemessen. 

Tab.1 bringt einen Teil der Oosporenmessungen. Aus ihr geht her- 
vor, daB die Mittelwerte der Messungen innerhalb einer Herkunft nur 
geringfiigig voneinander abweichen; sie differieren meist nur um 1 ju. 
Hine weitergehende statistische Sicherung der Werte erschien daher nicht 
notwendig. 

In gleicher Weise wurden die OosporenmaBe der iibrigen Arten und Her- 
kiinfte festgestellt, von denen aus Griinden der Raumersparnis in Tab.2 
nur die Gesamt-Mittelwerte angegeben sind. 


Tabelle 2. Gesamt-Mittelwerte der Oosporenmafe verschiedener Phytophthora-Arten 
Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus jeweils 5—10 MeBreihen 


ee 


Art ae i‘ Minimum Maximum s+ Vv 
ee nn eee ee SS 
P. cactorum A 25,0 il Figg l 30,3 0,78 3,12 

C 24,2 a ips 32,9 0,69 2,85 

EH 24,4 18,4 34,2 0,80 3,28 

F 25,5 18,4 35,5 0,90 3,54 

H 21,6 WE 30,3 0,65 3,01 

Z 21,6 16,8 28,9 0,65 3,00 

var. applanata 23,9 i yal 34,2 0,85 3:00 

Gesamtmittel fiir P. cactorum: 24,7 u 

P. citricola 25,5 alice 34,2 0,83 3,25 
P. cryptogea 24,2 ikehell 31,6 0,76 3,14 
P. hydrophila 24,9 lea 34,2 0,81 3,26 
Isol. V 25,1 17,1 34,2 0,81 3,23 
P. erythroseptica 28,5 18,4 38,2 0,89 3,27 
P. megasperma 37,8 Zo, 52,6 1,52 4,02 


Vergleicht man zunachst die Herkiinfte von P. cactorwm, so fallt auf, 
daB die MaBe der Herkiinfte A, C, EZ, F und var. applanata einander sehr 
ahnlich sind. Sie differieren maximal um 1 yu. Unterhalb dieser Werte 
liegen die Mae der Herkiinfte H und Z. Sie erscheinen zwar gegentiber 
den anderen abgesetzt, doch betragt der Abstand zu var. applanata nur 
1,5 u. Die MaBe der Arten P. citricola, P. eryptogea, P. hydrophila und 
der Isolierung N liegen in unmittelbarer Nahe des Gesamtmittels fir 
P. cactorum (Tab.2). Daher ist auf Grund der OosporenmaBe weder eine 
Unterscheidung untereinander noch gegentiber P.cactorwm moglich. 
Dagegen sind die Oosporen von P. erythroseptica mit einem Mittel von 
28,5  deutlich groBer als die der bisher verglichenen Arten. Noch erheb- 
lich eindeutiger sind die MaBe von P. megasperma (Gesamtmittel 37,8 1) 
von allen tibrigen unterschieden. 
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Die Frage, ob die Ausgangskultur, aus der die ,,MeBkultur“ abgeimpft 
wird, einen Hinflu8 auf die Oosporengréf8e ausiibt, wurde auf folgende 
Weise gepriift: einmal wurde von einer Stammkultur zu verschiedenen 
Zeiten auf eine MeBkultur abgeimpft, zum andern wurde letztere nach 
der Messung als Ausgangskultur fiir eine weitere MeSkultur benutzt; 
dieses Verfahren der Abimpfung und Messung von einer jeweiligen Mutter- 
kultur wurde mehrere Male wiederholt. Die Ergebnisse sind fiir P. cacto- 
rum applanata in Tab.3 zusammengestellt. Aus ihr geht hervor, daB die 
MaBe konstant bleiben, unabhangig davon, ob sie aus der Mutter- oder 
einer Tochterkultur gewonnen wurden. 


Tabelle 3. Oosporenmafe von P.cactorum var. applanata, die aus verschiedenen 
Kulturen gewonnen wurden 


Jeder Wert (x) ist das Mittel aus 500 Einzelmessungen 


Kultur vom Bene fae s+ Vv 

4, 5.57 12 23,6 0,90 3,81 

3.75 12 23,3 1,07 4,59 

Stamm- TEA: 12 23,8 0,87 3,65 
kultur 22. 12. 56 12 24,2 0,88 3,64 
6. 12 11 24,3 0,82 3,69 

23. " 6 23,9 0,86 3,59 

6. 12. 56 11 23,0 0,67 2,91 

29. 3.57 12 23,8 0,78 3,28 

6. 4 11 24,4 0,83 3,40 

29. 4 11 25,0 0,79 3,16 


Das Alter der Kultur beeinfluBt die MeBergebnisse offenbar nur in sehr 
geringem MaB. Der Vergleich zwischen MeBalter und -ergebnis zeigt, daB 
die Oosporen in manchen Fallen schon nach 7 Tagen eine GréBe erreicht 
haben, die sich nicht mehr wesentlich andert; sie wird bestimmt durch 
die GréBe des Oogoniums. Zu diesem Zeitpunkt fiillt das Exospor der 
Oospore den durch die Oogonwand umgrenzten Raum schon weitgehend 
aus. Es wurde jeweils der Durchmesser dieses Oogonraumes gemessen. In 
Ubereinstimmung mit BLrackwei (1943) zeigte sich, daB die Oospore 
diesen vorgebildeten Raum, der nur unwesentlich schrumpft, allmahlich 
ausfiillt. Daraus ergibt sich, daB die GréBe der Oospore zum Zeitpunkt 
der Befruchtung des Oogons schon festgelegt ist, abgesehen von der ge- 
ringfiigigen Schrumpfung der Oogonwand wahrend der Reifezeit. Der 
lange Zeit beanspruchende ReifungsprozeB wirkt sich in erster Linie auf 
die Ausbildung des Exospors und die Kernverhaltnisse aus, kaum dagegen 
auf die OosporengréBe. 

16* 
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Die Verteilungsskizzen, die in Abb.1 und 2 nur fiir P. cactorum Z und 
P. cryptogea dargestellt sind, veranschaulichen, daB die Masse der Ein- 
zelwerte in einem sehr engen Bereich liegt. Die Wiederholungen inner- 
halb der einzelnen Art zeigen die gleiche Ubereinstimmung wie die Mittel- 
werte. 

In Tab.4 sind die Gesamt-Mittelwerte der ChlamydosporenmaBbe 
je Herkunft bzw. Art wiedergegeben. P. lateralis ist zunachst eindeutig 
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Abb.1. Verteilung der Oosporenmafe von P.cactorwum Z nach MeBklassen. Jede Kurve gibt die 
Verteilung der MaBe von 500 Oosporen wieder. Abszisse: Oosporengréfe in «; Ordinate: Anzahl je 
GréBenklasse 


Abb.2. Verteilung der Oosporenmage von P. cryptogea. (Aufbau vgl. Abb.1) 


von P. parasitica getrennt. Im Bereich der letzteren liegen die Male der 
Chlamydosporen von P. terrestria, deren Identitiét mit ihr allgemein an- 
erkannt ist (TucKER 1931; Leontan 1934). Ebenso sind die beiden Isolie- 
rungen R/ und R2 in ihren MaBen, die untereinander sehr gut tiberein- 
stimmen, mit P. parasitica gleich. 

Bei Betrachtung der fiir die verschiedenen P. parasitica- Herkiinfte 
ermittelten Werte fallt auf, daB sie zum Teil erheblich voneinander ab- 
weichen. Sie stimmen tiberein bei den Herkiinften D, S und var. nicotianae. 
Nahe dabei liegen die der beiden C BS-Herkinfte, wahrend der Wert fiir 
P. parasitica var. rhei stark von allen iibrigen abweicht; er liegt selbst 
etwas tiber dem fiir P. palmivora cacao ermittelten. 
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Tabelle 4. Mae der Chlamydosporen verschiedener Phytophthora-Arten 
Die angegebenen Zahlen sind Mittelwerte, die aus jeweils mindestens 3 MeBreihen 
errechnet wurden. Alter der Kulturen 12—40 Tage 


Art = 2 Minimum Maximum Sisk Vv 

P. lateralis 40,3 Doni 57,9 2,13 5,28 

P. palmivora c. 34,5 19,7 56,6 1,97 5,71 

P. parasitica D 28,7 15,8 47,4 1,81 6,30 

S 28,1 18,4 48,7 1,87 6,65 

CBS I 32,5 19,7 51,3 1,62 5,00 

CBS II 30,3 18,4 46,0 1,66 5,48 

var. nicot. 28,1 18,4 47,4 1,56 5,56 

var. rher 35,2 21,1 63,1 2,35 6,69 
Gesamtmittel f. 

P. parasitica 30,5 15,8 63,1 

Isolierung R/ 31,8 18,4 53,9 2,03 6,38 

R2 Sales 19,7 52,6 1,90 6,11 

P. terrestria 29,0 15,8 57,9 1,93 6,65 


Die in Abb.3 und 4 wiedergegebenen Verteilungsskizzen veranschau- 
lichen sehr deutlich, daB die Verteilung der Ma8e erheblich breiter ist als 
in Abb. 1 und 2. Auch die Mittelwerte der einzelnen MeBreihen (die ein- 
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Abb.3. Verteilung der Chlamydosporenmasie von P. parasitica D. (Aufbau vgl. Abb.1) 


Abb.4. Verteilung der Chlamydosporenmafe von P. lateralis. (Aufbau vgl. Abb.1) 


zelnen Kurven in Abb.3 und 4) weichen erheblich starker voneinander 
ab. Beim Vergleich der Variationskoeffizienten in Tab.1 und 4 zeigt sich 
die gleiche Tendenz. 
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Fir die Chlamydosporen von P. palmivora cacao wurde in gleicher 
Weise wie fiir die OosporenmaBe die Konstanz besonders gepriift. Dabei 
ergab sich wiederum eine vollige Ubereinstimmung der aus Mutter- und 
Tochterkulturen erzielten Werte. AuBerdem zeigte sich, daB die MeB- 
ergebnisse nicht durch den Nahrboden beeinfluBt werden; verglichen 
wurden im Rahmen der Messungen die beiden Bohnenmehl-, Hafermehl- 
und Kartoffel-Dextrose-Agar-Medien. 


Tabelle 5. Sporangienmafe verschiedener Phytophthora-Arten 
In den angegebenen Werten sind jeweils 2—4 Mefreihen zusammengefaBt 


e x in u A Verhiiltnis 
: Linge Breite c Lange : Breite 

P. parasitica D 40,9 32,3 1,93; 1,64 ia! 

‘S 49,0 Bidet! 3,10; 2360 deseul 

var. rhei 45,0 30,0 2 Sos On | ceaieal 

Isolierung R/ 40,7 Gulez! 2,93; 2,30) 5 sea | 

R2 44,8 32,9 } 2,8isn 2816 1,4:1 

P. hydrophila 57,9 32,9 BIO RMT p3. | 1,8:1 

P. cactorum F 42,8 30,5 1,93; 1,44 / 14 ol 
Gesamtmittel f. 

P. parasitica 45,0 34.6 2,72; 2,18 


Die Verwendbarkeit der SporangienmaBe fiir die Artunterscheidung 
ist von zahlreichen Bearbeitern untersucht worden, die iibereinstimmend 
zu dem SchluB gekommen sind, da die Mae dieser Sporenform nur ge- 
ringe Artspezifitat besitzen. Sie sind deshalb von mir nur der Vollstandig- 
keit halber beriicksichtigt worden. Die Messungen erstreckten sich vor 
allem auf P. parasitica, die auf den verwendeten Medien stets Sporangien 
bildete ; daneben wurden P. hydrophila und P. cactorum F bericksichtigt. 
Die Ergebnisse sind in gekiirzter Form in Tab.5 dargestellt. Sie zeigen, 
daB die Mae fiir P. hydrophila allein von den tibrigen eindeutig getrennt 
sind. Die Herkiinfte von P. parasitica umfassen den Bereich von 40 bis 
48 w. Die Mittelwerte der einzelnen Messungen, die hier nicht dargestellt 
sind, weichen erheblich weiter voneinander ab als die der Chlamydosporen. 
Das Lingen-Breiten-Verhaltnis, das nach BLACKWELL (1949) artspezi- 
fisch ist, bringt den Unterschied zwischen P. hydrophila und den tibrigen 
Arten ebenfalls klar zum Ausdruck. Die tibrigen Arten stimmen auch 
hierin tiberein. 


Ill. Prifung physiologischer Merkmale auf ihre 
Verwertbarkeit fiir die Artbestimmung 
1. Wachstum in Abhaéngigkeit von der Temperatur 
Temperaturanspriiche der Organismen sind fiir die Artcharakterisierung 
in der Mykologie von Bedeutung. Die meisten Bearbeiter einzelner Phy- 
tophthora-Arten bezogen deshalb dieses Merkmal in ihre Untersuchungen 
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mit ein. Kin Vergleich der von verschiedenen Autoren gewonnenen Werte 
ist oft wegen der unterschiedlichen Versuchsbedingungen schwierig. 
Eine synchrone Bearbeitung vieler Arten und Herkinfte liegt vonTUCKER 
(1931) vor. Nach ihm untersuchte Leonran (1934) das Wachstum von 
P.-Arten unter dem Einflu8 der Temperatur. Er wies wie TUCKER (1931) 
auf die Notwendigkeit standardisierter Nahrbdéden fiir solche Versuche 
hin. Seine Ergebnisse 
stimmten weitgehend 
mit den von TUCKER er- 
zielten tiberein. 

Meine Untersuchungen 
wurden mit einem syn- 
thetischen Nahrboden 
(modifizierte Wéoltje- 77 
Nahrlésung, Maas- 
Forster 1953) durch- 
gefiihrt; durch seine 
definierte Zusammen- gs 
setzung wird eine der 
Voraussetzungen, die die 
genannten Autoren als 
wesentlich fiir das Er- 
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gebnisse bezeichneten, Abb.5. Wachstum von fiinf Herktinften bzw. Varietiiten von 
“. P. parasitica und den beiden R-Herktinften bei verschiedenen 
erfiillt. Temperaturen. D, -—-— var. nicotianae, —-:— 
CBSII, —-:-— CBSI, ——— var.rhet, ------ Rig 


Die Kulturen wurden in 
genormten Petrischalen (vgl. 
S.239) mit je 10 cm* Nahrboden (bestehend aus 15g Glucose; 2g Asparagin; 
1gKH,PO,; 0,5g MgSO,; 20y Thiamin fals Th-hydrochlorid]; 18g Agar . 1000 em$ 
aq. dest.; px nach dem Autoklavieren 5,4—5,6) angelegt. Nach zweitigiger Auf- 
bewahrung im Labor hatten sich stets ausreichende Ausgangskulturen entwickelt. 
Dann wurden die Schalen auf 7 Stufen eines Reihenthermostaten (5°, 12°, 18,5°, 
24°, 26,5°, 30,5°, 36° C) verteilt. Alle Versuche wurden mit jeweils drei Petrischalen 
je Temperaturstufe und Herkunft durchgefiihrt und nach vier Wochen wiederholt. 
Der Wachstumszuwachs (Abstand der Messungen: 2 Tage) wurde durch Umrechnung 
der Planimeterwerte in den Koloniedurchmesser ermittelt. Die in den folgenden 
Abbildungen (5—10) angegebenen Ordinatenwerte stellen den durchschnittlichen 
Zuwachs des Koloniedurchmessers je zwei Tage in Zentimeter dar. Sie sind Relativ- 
werte, bezogen auf die Gré8e der Kultur zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns. 


In Abb.5 sind die Zuwachswerte fiir fiinf Herkiinfte von P. parasitica 
und die beiden R-Isolierungen graphisch dargestellt. Aus den Kurven 
geht hervor, da8 sich die Herkiinfte in ihrer Wachstumsintensitat unter- 
scheiden (Hohe der Ordinatenwerte), da das Gesamtverhalten gegentiber 
den verschiedenen Temperaturen jedoch bei allen gleich ist. Das Wachstum 
beginnt einheitlich erst oberhalb 5° C. Bei etwa 30—31°C liegt das 
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Optimum. Bis zur letzten untersuchten Temperaturstufe fallen die Werte 
groBtenteils steil ab. Bei 36° C zeigen alle Herkiinfte noch Wachstum, 
das allerdings oft nach einigen Tagen merklich geringer wird, z. T. dann 
ganz unterbleibt. Werden diese Kulturen in niedrigere Temperatur- 
bereiche gebracht (etwa 27° C), so 
regenerieren sie dort schnell. Dar- 
aus geht hervor, daB die Grenze 
des Wachstums, nicht aber der 
Lebensfahigkeit erreicht ist. Das 
Temperaturmaximum liegt fir 
P. parasitica zwischen 36 und 38° C 
(vgl. Bnacu 1922; Goprrey 1923; 
TucKER 1931; Fawcett u. BITAN- 
court 1940;..WATERHOUSE u. 
BLACKWELL 1954). 

Abb.6 zeigt die entsprechende 
Darstellung fir sechs  Her- 
kinfte von P. cactorum, die 
Isolierung N und P. citricola. Die 
Wachstumsunterschiede zwischen 
den verschiedenen Herkiinften 
sind gréBer als die in Abb.5; doch 
14Bt sich auch hier eine klare Ge- 
samttendenz erkennen. Fast alle 
Herkiinfte zeigen bei 5° C schon 
deutliches Wachstum. Es steigt 
dann mehr oder weniger steil bis 
zum Optimum an, das zwischen 
feb aUicmils, BL. aici. 24 und 26,5° C liegt. Nur wenig 
Abb.6. Wachstum der Herkiinfte A, E,F, H,Z hoher liegt das Maximum. Bei 
und der var. applanata von P. cactorum, von 30,5° C wachsen alle Herktinfte 


P. citricola und Isol. N bei verschiedenen Tem- : : 
peraturen. ——— A, ------ BE, ———F, noch, doch ist, ahnlich wie bei der 


Seay ee bang tee poe oT ferlanaia,  oberen Temperaturstufe der P. pa- 

rasitica-Herkiinfte, das Wachstum 
offenbar stark gestort. Auch hier treten nach wenigen Tagen Unregel- 
maBigkeiten und Verlangsamung ein. Bei 36° C ist bei keiner der Her- 
kiinfte mehr Wachstum feststellbar. 

Im Gegensatz zu P. parasitica sind die Herkiinfte von P. cactorum 
nach ihrer Wachstumsgeschwindigkeit in zwei Gruppen geteilt. Die 
schnell wachsende umfaBt die Herkiinfte H und Z, var. applanata und die 
Isolierung NV ; dagegen wachsen die Herkiinfte A, H und F deutlich lang- 
samer. Das Optimum von P. cactorwm D (Abb.10) liegt wesentlich tiefer 
als das aller anderen Herkiinfte. 
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In Abb.7 sind die aus den arithmetischen Mitteln der Zuwachsraten 
einerseits fiir die parasitica-, andererseits fiir die cactorum-Herkiinfte und 
-Varietaten gewonnenen Kurven eingezeichnet. Abgesehen von dem deut- 
lichen Unterschied in der Wachstumsgeschwindigkeit ist klar erkennbar, 
daB die Temperaturbereiche beider Arten verschieden sind. 

Der Aussagewert der Ergebnisse von den folgenden Arten, die nur mit 
je einer Herkunft vertreten waren, ist nur begrenzt, doch lassen sich 
z.T. deutliche Ahnlichkeiten mit den vorherigen Arten erkennen. 

Die Arten P. capsici (nach 
SAREJANNI 1936 = P. para- 
sitica), P. hydrophila (nach 
Tucker 1931 = P. capsici) 
und P. terrestria (nach TUCKER 
1931 = P. parasitica) verhal- 
ten sich einheitlich (Abb.8). 
Thre Kardinalpunkte stim- al 
men mit den fiir P. parasitica 
ermittelten Werten tberein. 
Diese Ergebnisse bestatigen 
die Daten von TUcKER (1931), 
Lrontan (1934), Crossan 
(1954) und CrrropouLos 
(1955). — P. citrophthora hat 
einen deutlich niedrigeren % U0 ® 2H G5 20 °° 
Temperaturbereich. Thr Mini- Abb. 7. Mittelwertskurven fiir P. cactorwm (links) und 

: : P. parasitica (rechts), gewonnen aus den Werten der 
mum liegt wenig unterhalb einzelnen Herktinfte 
5°, das Optimum bei 25° und 
das Maximum wenig oberhalb 31° C. Die von friiheren Autoren (‘TUCKER 
1931; Leontan 1934; Fawcett u. Brrancourr 1940; NapEL-ScuIFr- 
MANN 1950) ermittelten Werte stimmen nur zum Teil mit diesen Ergeb- 
nissen iiberein (TUCKER, Fawcett u. Brrancourr). — P. cinnamomi 
(Abb.8) verhalt sich ahnlich wie P. cactorum, doch liegen Minimum und 
Maximum ihres Wachstums etwas hdher (5° bzw. 33°). Gleichartige 
Angaben liegen vor von TucKEr (1931), Fawcrrr u. Brrancourt (1940), 
CRANDALL u. Mitarb. (1945), BupDENHAGEN (1955a). 

Von den in Abb.9 aufgefiihrten Arten stimmen P. palmivora cacao, 
P. cambivora und P. manoana in ihren Minima (5°) und Maxima (ober- 
halb 36°) iiberein. Darin ahneln sie P. parasitica. Von dieser unterschei- 
den sie sich jedoch durch ihr Optimum, das mit etwa 27° C deutlich 
niedriger liegt. P. colocasiae wichst bei 36°C nur noch schwach. Dadurch 
unterscheidet sie sich von den vorherigen Arten (vgl. TuckER 1931). 
P. drechsleri wiederum unterscheidet sich von allen iibrigen durch gutes 
Wachstum bei 5° C und ein Optimum, das etwa mit dem von P. cactorum 
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iibereinstimmt. Von dieser ist sie jedoch durch ihr weit hoheres Maximum 
unterschieden. Fiir diese Art gibt die Literatur (TUCKER 1931; LEONIAN 
1934; Bupprin 1938; ERWIN 1954) abweichende Werte an, vor allem hin- 
sichtlich Optimum und Minimum. 

Das Verhalten der in Abb.10 wiedergegebenen Arten gegentiber den 
verschiedenen Temperaturen ist sehr unterschiedlich. Eine erste Gruppe 
umfaBt die Isolierung NV, P. eryptogea und P. erythroseptica. Ihr Wachs- 
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Abb.8 Abb.9 
Abb.8. Wachstum von P. capsici, P.cinnamomi, P.citrophthora, P. hydrophila und P. terrestris bei 
verschiedenen Temperaturen. P. capsici, ——— P. hydrophila, ------- P. terrestria, 
= P. citrophthora, —--— P. cinnamomi 


Abb.9. Wachstum von P. palmivora cacao, P.cambivora, P. colocasiae, P. manoana und P. drechslert 
pei verschiedenen Temperaturen. P. palmivora cacao, ——— P. cambivora, 
-e--e P. colocasiae, —-—-+— P.manoana, —:+:— P. drechslert 


tumsbereich stimmt mit dem von P. cactorum iiberein (vgl. CATRNS u. 
Musxert 1939). P. megasperma weicht durch ein etwas niedrigeres Opti- 
mum nur wenig davon ab. Die Arten P. richardiae, P. himalayensis und. 
P. cactorum D zeigen eine deutliche Verschiebung des Optimums in den 
Bereich von etwa 18° C. Dieses Verhalten tiberrascht bei P. cactorwm D, 
die als einzige der von mir gepriiften cactorwm-Herkinfte durch ihr 
niedriges Optimum den Rahmen der Art sprengt. 

Einen vollig von allen iibrigen Arten abweichenden Temperaturbereich 
bevorzugen die Arten P. fragariae und P. syringae. Wahrend sie in der 
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oberen Grenze tibereinstimmen, weichen die Optima deutlich voneinan- 
der ab (12° bzw. 18° C). Die fiir P. fragariae erzielten Werte stimmen teil- 
weise mit denen von HickMAN (1940), besser mit denen von Goope (1956) 
tiberein. Die Angaben tiber P. syringae bestatigen diejenigen von 
BUDDENHAGEN (1955b). 


2. Verhalten gegen antibiotisch wirksame Substanzen 


Seit Entdeckung der antibiotischen Wirkung pilzlicher und bakterieller Stoff- 
wechselprodukte ist des 6fteren der Gedanke aufgetaucht, solche Substanzen, bzw. 
die sie ausscheidenden Organismen, auf 
ihre Eignung zur Bekaimpfung pflanzen- 
pathogener Organismen zu priifen. Unter 
Laborbedingungen sind, wie aus einer 
Vielzahl von Einzeldarstellungen hervor- 
geht (Zusammenstellung bei WEINDLING, 
KaTZNELSON u. BrALE 1950; HEILMAN 
1953; Woop u. Tver 1955), meist positive 
Ergebnisse erzielt worden. Uber einzelne 
Arten der Gattung Phytophthora liegen An- 
gaben von Brian, Curtis u. HeEmMMING 
(1947), Grecory, ALLEN, RIKER u. 
PETERSON (1952), BonDE (1953), Newron 
(1953), sowie ZAUMEYER u. WESTER (1956) 
vor. 

In Freilandpriifungen ergaben sich je- 
doch oft negative und durchaus uneinheit- 
liche Befunde. Das hangt zu einem 
erheblichen Teil damit zusammen, dah 
die antibiotischen Bedingungen im Labo- 
ratorium von denen im Freiland abweichen, Sr 
wo Mikroflora und Bodenstruktur mit 5 nT: Pi. Fa EP, 
ihren mannigfaltigen Einfliissen eine groBe Abb. 10. Wachstum von P. eryptogea, P. 


Rolle spielen (WALLHAUSSER 1951au.b; — cactorum D., P. erythroseptica, P. fragariae, 
Ripepet-BALDEs 1955, S 382) P. himalayensis, P. megasperma, Isol. N., 
cd P. richardiae und P. syringae bei verschie- 

Wenn aus den bisherigen Versuchen —_ denen Temperaturen. -P.N, 
A F Lene P. eryptogea, ------ P. erythroseptica, 
noch keine praktische Verwertbarkeit = _°,_""__ Pinkie aD ane 
der Antibiotica im Pflanzenschutz er- = sperma, +--+: P. himalayensis, x—x 


a F P. syringae, « « P. fragariae, A aX 
schlossen werden kann, so zeigte sich aah 


doch eine deutliche Empfindlichkeit 

zahlreicher Pilze gegen diese Substanzen. Daraus ergab sich die Frage, 
ob Arten der gleichen Gattung gegen Antibiotica unterschiedlich reagie- 
ren, und ob ein etwaiges artspezifisches Verhalten” als zusatzliches 
systematisches Merkmal dienen kénnte. 


Die Versuche wurden auf dem schon beschriebenen Nahrboden (8. 233) in Petri- 
schalen angelegt. Die Antibiotica wurden als Desi-discs (Hersteller: American 
Hospital Supply Corporation, Evanston, Illinois) zugesetzt, d.h. als Filterpapier- 
plattchen, die mit bestimmten Mengen von Antibiotica getrankt sind. Je drei ver- 
schiedene Plattchen wurden in eine mit Nahrboden ausgegossene Petrischale gelegt 
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(Anordnung siehe Abb.11 u. 12). Die Versuche wurden mit je zwei Parallelen in 
zwei aufeinanderfolgenden Reihen durchgefiihrt. Die Schalen standen im Thermo- 
stat (23° C, 95°/, Luftfeuchtigkeit) und wurden je nach Wachstumsgeschwindig- 
keit der betreffenden Art nach 10—15 Tagen ausgewertet. Die Breite der Hemm- 
zonen blieb, wie wiederholte Messungen ergaben, mehrere Tage konstant. Dann 
setzte schwaches Wachstum einiger Hyphen ein (vgl. Abb. 11 u. 12),so da8 die Rander 
der Hemmzonen zusehends unscharfer wurden (vgl. Magpon 1955). 


Die Priifung der Substanzen Aureomycin (A+), Bacitracin, Carbo- 
mycin, Chloromycetin, Elkosin, Erythromycin, Neomycin, Penicillin, 


Abb. 11. Hemmung yon P. manoana durch Abb. 12. Hemmung von P. hydrophila; 
Terramycin (T+) und Aureomycin (A+). Ohne Bezeichnung der Substanzen wie in Abb. 11 
Wirkung: Viomycin (V-+-) 


Polymixin, Streptomycin, Terramycin (T-+-) und Viomycin (V+) ergab, 
da8 Terramycin und Aureomycin bei allen Phytophthora-Arten deutliche 
Hemmung des Wachstumsverursachte. Streptomycin wirkte etwas weniger 
einheitlich, ohne jedoch bestimmte Arten hervorzuheben. Die Einheit- 
lichkeit der Reaktion der verschiedenen Arten und Herkiinfte schlieBt, 
soweit sie die verwendeten Substanzen betrifft, ihre Verwendung in der 
Artdiagnose aus. 


3. Verwertbarkeit von Kohlenstoff-Quellen 


Uber die selektive Verwendung von C- Quellen durch Pilze liegen zahlreiche Unter- 
suchungen vor, in denen groBenteils artspezifische Reaktionen festgestellt wurden 
(WILLSTATTER u. SoporKa 1922; Quantz 1943; RAMAKRISHNAN 1941; WOLF u. 
Sour 1943; Pripuam u. Gorriies 1948; WIcKERHAM u. BurTON 1948; NreTHAM- 
MER u. Unarrer 1951; Mrx 1954; SrauperR 1954; GrnLmaAND 1956; Kern 1955; 
Lerrson 1956; ZAHNER u. Errcrncer 1957; LOFFLER 1957; v. ARx 1957). Die Frage 
lag deshalb nahe, ob auch die Arten der Gattung P. sich in der Verwendung von 
C- Quellen unterscheiden. 

Fiir einzelne von ihnen liegen bereits Teilergebnisse vor. W1uus (1954) hat die 
Verwertung von O-Quellen durch P. parasitica var. nicotianae untersucht und ge- 
funden, da diese Art mit Vorliebe Dextrin und Starke verwendet. SaKats (1955) 


Untersuchungen zur Systematik der Gattung Phytophthora de Bary 239 


Untersuchungen ergaben, daB P. infestans mit Glucose und Saccharose am besten 
wachst. Nach FLEETWOOD-WALKER (1955) ahneln P. cactorwm und P. fragariae ein- 
ander in der Verwertung verschiedener C- Quellen. 


In meinen Versuchen benutzte ich zunachst das schon beschriebene 
Medium (8.233) als festen Nahrboden. Er hat gegentiber der Flissig- 
kultur den Vorteil, da&8 das Wachstum durch tagliche Messungen ver- 
folgt werden kann (BRown 1923; Fries 1938; Quantz 1943; BRancato 
u. GOLDING 1953). Auch sind auf festen Medien Wachstumseigentiimlich- 
keiten besser zu erkennen. Dagegen liefert die Trockengewichtsbestim- 
mung bei Flissigkulturen quantitativ exakte Werte, laBt sich aber 
normalerweise erst am Versuchsende durchfiihren. Auch bendtigen 
Phytophthora-Kulturen in flissigen Medien relativ lange Zeit zur Bildung 
genugender Mycelmengen (12—18 Tage), wahrend feste Nahrbéden in 
Petrischalen von den meisten Arten in 7—10 Tagen bewachsen sind 
(LEontAN u. Litty 1940). 

Die planimetrische Messung allein erfaBt nur ein Merkmal des Wachs- 
tums, den Flaichenzuwachs. Der Gesamtcharakter kann erst beurteilt 
werden, wenn auch die Dichte der Kolonie berticksichtigt wird (QuAaNTz 
1943: Brrancourt, Rosspertr u. Kuozynska 1954). Gerade beim Ver- 
gleich von Nahrungsquellen kann der Unterschied in der Verwertbarkeit 
viel starker in der unterschiedlichen Dichte zum Ausdruck kommen als 
im verschieden schnellen Flachenwachstum. 

Dichtemessungen mit Hilfe der photometrischen Methode sind in der Mykologie 
schon durchgefiihrt worden (BrrancouRt u. RossEerri 1950; Brrancourt, RossErri 
u. Kvozynska 1954). Meine Messungen wurden mit dem Eppendorf-Photometer 
(Hersteller Netheler u. Hinz, Hamburg) vorgenommen. Dieses Gerait kann, bei Be- 
nutzung der Vorsatzblende ,,Nephelometrie“ (Durchlafbereich 400—600 mu) und 
eines ,,Triitbungsstandards‘‘, zu Triibungsmessungen verwendet werden. Dazu wur- 
den in GroBe und Wandstiarke einheitliche Petrischalen (Jenaer Glaswerke Schott 
u. Gen., Mainz, Nr.4210/100 x 20) mit gleichen Mengen Nahrboden (10 cm? je 
Schale) gefiillt und genau in der Mitte mit je einem Impfstiick (alle gleich groB) aus 
gleichaltrigen Kulturen beimpft. Die koloniebewachsene untere Halfte der Petri- 
schalen wurde zwischen Triibungsstandard und Kiivettenhalter eingespannt. Ein 
kleiner Korkuntersatz hielt sie in stets gleicher Hohe. Die Dichte wurde an vier 
einander kreuzférmig gegeniiber liegenden, willkiirlich im Abstand von 1—1,5 cm 
vom Koloniemittelpunkt festgelegten Punkten gemessen. Die Triibungswerte wurden 
auf der unteren, logarithmischen Skala des Gerats abgelesen. Als Wertungsbasis galt 
eine mit dem betreffenden Nahrboden ausgegossene, nicht beimpfte Schale. Aus den 
vier MeBwerten je Petrischale wurde der Mittelwert als Dichte-Durchschnitt ge- 


bildet. 

In Vorversuchen wurden zunichst Galaktose, Arabinose, Sorbose, 
Laevulose, Glucose, Maltose, Saccharose und Starke auf ihre Hignung ge- 
prift. Die nur in mehr geringem MaB verwertbaren C- Quellen Arabinose, 
Sorbose und Galaktose wurden in den folgenden Versuchen nicht mehr 
beriicksichtigt. Zu den Hauptversuchen wurden Xylose, Glucose, Man- 
nose, Saccharose, Lactose, Raffinose (= Melitose) und Starke (Amylum 
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solubile) herangezogen. Sie wurden in aquimolaren Mengen auf der Basis 
von 1,5°/, Glucose dem Nahrboden zugegeben. Starke, deren Molekular- 
gewicht nicht exakt bekannt ist, wurde in der gleichen Menge (15 g/l) ver- 
wendet. Als Kontrolle wurde ein Nahrboden ohne Zucker verwendet. Die 
Vorversuche hatten ergeben, da8 das darin vorhandene Asparagin etwa 
im gleichen MaB wie Arabinose und Sorbose als C- Quelle genutzt werden 
kann (dazu: Rrepet-BaupEs 1955, S.130f.). Daraus und aus den im Impf- 
stiick vorhandenen Substanzen erklart sich das Wachstum auf dem 
Kontrollnahrboden. 

Die Impfstiicke wurden aus meist 7 Tage alten Hafermehl-Kulturen nahe dem 
Kolonierand kreisférmig ausgestochen und in die Mitte der Petrischale iibertragen. 
Alle Versuche wurden mit 5 Parallelen angelegt und im Thermostaten (23° C, dif- 
fuses Tageslicht, 95°/, Luftfeuchtigkeit) gehalten. Vom 2. bis zam 8.Tag wurde die 
Wachstumsgrenze taglich mit Tusche nachgezeichnet. Nach achttagigem Wachstum 
wurden die planimetrischen und anschlieBend die photometrischen Messungen durch- 
gefiihrt. Aus je 5 parallelen planimetrischen Messungen wurde ein Mittelwert gebil- 
det, ebenso aus den insgesamt 20 Dichtemessungen der gleichen fiinf Schalen. 

In Tab.6 sind die Ergebnisse fiir die Herkiinfte von P. cactorum und 
einige nahestehende Arten dargestellt. Die Betrachtung der Indexziffern 
fiir die cactorum-Herkiinfte zeigt zunachst, daB diejenigen C- Quellen, die 
das stairkste Flachenwachstum bewirken, nicht die gleichen sind wie die- 
jenigen, auf denen die gro8te Dichte der Kultur erreicht wird. Bei den 
Herkiinften A, C, H und F ruft einheitlich Starke das schnellste, Saccha- 
rose das dichteste Wachstum hervor. Bei H und Z treten Glucose bzw. 
Mannose an deren Stelle. Bei P. cactorum var. applanata schlieBlich 
erzielt Saccharose in beiderlei Hinsicht die héchsten Werte. Es fallt 
auf, daB bei ihr die Reihenfolge der tibrigen Substanzen nahezu tber- 
einstimmt. 

Die Herkiinfte A, OC, EH und F unterscheiden sich, wie schon bei den 
Temperaturversuchen (S.234), durch ihre geringe Wachstumsintensitat 
klar von den iibrigen Herkiinften. Diese Eigenart wird noch deutlicher 
sichtbar, wenn man die zueinander gehérenden Werte aus der photo- und 
planimetrischen Messung miteinander multipliziert. Dieses Produkt 
aus Flache und Dichte der Kolonie kann nach Quantz (1943) als An- 
haltspunkt fiir die gebildete Mycelmenge gelten. Dann zeigt sich, da 
Glucose und Saccharose, nach diesen Mannose und Starke am besten aus- 
genutzt werden. Am niedrigsten ist das Wachstum meist auf Lactose und 
Raffinose. Entsprechend der unterschiedlichen Wachstumsintensitat 
sind auch die Kontrollwerte verschieden hoch, doch bleiben sie meist hinter 
den Werten zuriick, die auf den schlecht verwertbaren Zuckern Lactose 
und Raffinose erzielt werden. 

Die Isolierung NV folgt im Flachenwachstum der ersten Gruppe, weicht 
aber durch gré8kte Dichte auf Mannose davon ab. Sie stimmt dafiir mit 
P. citricola tiberein, die wiederum auf Saccharose am schnellsten wachst. 
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P. cryptogea weicht von allen bisherigen Herktinften ab. Ihre Eigenstian- 
digkeit als Art ist auch durch andere Merkmale gesichert. 

Tab.7 zeigt das Wachstum der Herkiinfte von P. parasitica und von eini- 
gen synonymen Arten. Auch hier zeigt sich die gleiche Higenart in der Aus- 
nutzung der Substanzen, doch ist das Bild geschlossener: Starke bewirkt 


Tabelle 6. Vergleich der photometrischen (jeweils obere Reihe) und planimetrischen 
(untere Reihe) Mefwerte fiir die Herkiinfte von P. cactorum, P. cryptogea, Isolierung N 
und P. citricola 
Bei den Indexzahlen sind die C- Quellen nach fallenden MeBwerten geordnet 
(Ziffern 1—8). Die Werte mit dem Index 1 sind kursiv gesetzt 


Herkunft | Xylose | Glucose | Mannose | Lactose | Sacchar. | Raffin. | Stirke | Kontrolle 


eee Uaea yea yn NU nn nnn er 


A 0,2405 | 1,2152| 0,8204 0,1477 | 17,2772 | 0,183° | 0,821} 0,1208 
7,508 9,265 -| 12,962 7,26? | 10,827 | 12,753 | 18,644 6,968 

C 0,159® | 1,2432) 0,7024 0,0988 | 1,307 | 0,1625| 0,7453| 0,104? 
5,147 | 10,88% 9,404 6,02° | 11,22? 9,365 | 17,144 5,148 

H 0,145? | 1,211?) 0,400° 1,176? | 1,236 | 0.2378 | 0,5634| 0,1138 
5,288 9,48° | 10,444 7,66 | 12.82% | 16,642 | 22,402 6,48? 

F 0,4618| 1,0162| 0,5774| 0,470" | 1,071* | 0,592% | 0,564° | 0,503° 
15,622 | 10,668 | 11,86’ 125464 | 11,90° _| 12,963 | 20,761 | 12,10° 

H 1,2404 | 1,229°| 1,408} 1,062? | 1,824? | 1,2753| 1,2305| 0,8618 
39,68! | 47,861 | 27,708 | 30,487 | 40,823 | 41,48? | 38,55° | 30,84° 

Z 1,339? | 1,1015| 17,4531 0,910? | 1,452? 1,069 | 1,1764| 0,6548 
54,622 | 65,741 | 49,78° 38,588 || 51,72? | 47,348 | 51,62* | 39,207 

Nah 0,979 | 1,4022| 1,357) 0,2307| 1,491*| 0,6395| 0,257°| 0,1918 


appla-| 39745 | 62,362 | 40,38° | 26,387 | 64,261 | 27,288 | 38,18* | 19,308 
nata 
P.cryp- | 0,373°| 1,4751| 0,3114| 0,270° | 1,452°) 0,253° | 0,195" | 0,193° 
togea | 9,64° | 12,621 | 5,12° | 8,667 | 12,50? | 9,664 | 11,387 | 8,92° 


Isol. NV 1,2502| 1,114°| 1,253} 0,6277 | 1,175) 0,770° | 1,181% | 0,538° 

37,48° | 37,324 | 40,802 29,465 | 28,48° | 28,067 | 53,861 | 27,468 

Petri. 1,098?) 0,988¢| 1,713} 0,271? | 1,081° |) 0,5448 | 0,5445| 0,2428 
Sola 19,705 "| 21,56% | 22,84? 14,447 | 23,801 | 17,88° | 20,384 | 12,588 


einheitlich das schnellste, Saccharose durchweg das dichteste Wachstum. 
Eine Ausnahme bildet var. rhei, bei der Starke in jeder Hinsicht héchste 
Werte erzielt. Wahrend eine Wiederholung des Versuchs bei der Herkunft 
CBS II gleiche Ergebnisse in bezug auf die Ausnutzung der verschie- 
denen Substanzen brachte, wichen die Werte bei der Herkunft D von den 
urspriinglichen ab (dichtestes Wachstum auf Glucose bzw. Saccharose). 

Fiir die mit P. parasitica identischen Arten ergab sich nur teilweise Uber- 
einstimmung: P. terrestria verwertet Starke bzw. Saccharose optimal, 
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P. hydrophila Starke und Mannose; sie bildet darin eine klare Ausnahme. 
P. capsici schlieBlich erzielt auf Glucose héchste Dichte und schnellstes 
Wachstum. Die Isolierungen RJ und R2 verhalten sich nicht einheitlich : 
R1 stimmt voll mit den Herkiinften von P. parasitica tiberein, R2 dagegen 
erzielt die héchsten Werte auf Saccharose. 


Tabelle 7. Vergleich der photometrischen (obere Reihe) und planimetrischen (untere 
Reihe) Mefwerte fiir die Herkiinfte von P. parasitica, P. capsici, P. terrestria, TES 
hydrophila und die Isolierungen RI und R2 
(Anordnung wie Tab. 6) 
eee eee ee Ee 
Kon- 


Art Xylose | Glucose | Mannose} Lactose | Sacchar.| Raffin. Starke alle 


I 


P. parasitica D 0,118 | 0,592} 0,31°| 0,364| 0,821| 0,44 | 0,325 | 0,25” 
5,18 9,65 6:07 + (|) 10,040)| 10,97 9)10;2? Silos 8,68 
0,188 | 0,971] 0,403] 0,22¢| 0,912] 0,265 | 0,284} 0,227 
6,5’ | 18,57 5,98 | 14,85 | 14,48 | 15,78 | 20,61 | 15,74 
0,117 | 0,844| 0,154] 0,155 | 0,762| 0,11%| 0,25%| 0,14° 
5,5°, || 10,88 5,67 8,44 | 15,7? 8,25 | 27,21 8,18 


S 0,28? | 1,072] 1,05%| 0,346] 7,751 | 0,48°| 0,654 | 0,198 
25,88 | 41,14 | 41,43 | 37,65 | 42,12 | 33,97 | 49,7' | 35,28 
CBS II 0,415 | 1,212] 0,624| 0,30¢| 1,251) 0,288] 1,04°| 0,287 


14,68 | 25,88 | 28,47 | 23,15 | 25,54 | 19,17 | 57,02 4 21,88 
0,955 |. 1,142 | 1,088] 0,648] 7,221| 0,70°| 0,974) 0,64? 
16,38 | 19,67 | 25,82 | 25,18 | 24,54 | 21,78 | 35,9! | 23,7° 


var. nicotianae 0,315 | 0,608} 0,514| 0,217| 0,69!| 0,25°| 0,617| 0,208 
9,5° | 15,05 | 10,2? | 15,54 | 16,3® | 15.7% | 22,2* | 13,7% 

var. rhei | 0,258 | 0,762 | 0,723| 0,817 | .0,714| 0,335 | 0,91) 0,31° 
7,6° | 13.6 | 8.17 | 12,9 | 12,85 | 11,38 | 23,9 | 15,6 

R1 0,295 | (037224) 0,215 15 O18 iO 87s 0,328.1, 0;30* |, 0;128 
4,47 5,5° 3,68 6,25 6,48 6,5? 8,41 6,44 

ie, 0,128 | 0,952} 0,58°| 0,167 104) 0385* |) 0,315) O7178 
4,08 8,74 6,37 7,08 aldo» 8,88 8,9? 7,65 

P. capsicr 0,525 | 7,147+ 1,13°} 0,348 1,132) 0,307 | 0,754 | 0,218 
14,8 | 76,22 | 11,18 | 15,82 | 15,2® | 15,68 Uae i) 12527 

P. terrestria 0,207 | 0,612] 0,20°| 0,188) 0,951 | 0,404 0,412 | 0,245 
g.57 |13,5° | 7,98 | 17,12 | 16,14 | 14,85 | 26,32 | 17,13 

P. hydrophila 0,745 | 0,774| 0,871 | 0,447} 0,848| 0,538) 0,857) 0,418 


38,85 | 37,15 | 39,8? | 37,0° | 32,57 | 31,8° | 53,4* | 38,14 


Die bisherigen Ergebnisse zeigen, da8 eine Trennung der Arten P. cac- 
torum und P. parasitica nach der Fahigkeit, C-Quellen zu verwerten, 
schwierig ist. Es konnten zwar gewisse Unterschiede aufgezeigt werden, 
doch verhielten sich die Herkiinfte der einzelnen Art nicht einheitlich: 
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einige von ihnen verwischten durch ihr Verhalten die zunachst sichtbaren 
Grenzen. Dennoch blieb nach Bildung des Produktes aus Dichte und 
Wachstumsgeschwindigkeit als Tendenz zu erkennen, da8 P. cactorum 
auf Glucose, Saccharose und Mannose am besten wachst, wahrend bei 
P. parasitica auBerdem Starke sehr gut verwendet wird. Zur genaueren 
Priifung dieser Tendenz wurden gleichartige Versuche mit Kulturen in 
Nahrlésung angesetzt (Zusammensetzung wie S.233, jedoch ohne Agar), 
in denen nach 12—15 Tagen Wachstum das Trockengewicht bestimmt 
wurde. In Tab.8 sind die Ergebnisse fiir P. cactorum var. appl. und Her- 
kunft Z sowie P. parasitica D und var. rhei dargestellt. Bei Markierung der 


Tabelle 8. Wachstuwm von Herkiinften von P. parasitica und P. cactorum 
auf verschiedenen O-Quellen in g Myceltrockengewicht 
Indexziffern nach fallenden Werten (1—7). Werte mit Index 1 kursiv 
$$ 


Art Xylose Glucose | Mannose | Lactose | Sacchar. Starke | Kontrolle 


P. parasitica rhei | 0,026° | 0,088° | 0,148! | 0,0146 | 0,0454 | 0,1212 | 0,013? 


D 0,042° | 0,098? | 0,0604 | 0,022? | 0,068° | 0,775! | 0,046 

P. cactorum var. 
applanata 0,102? | 0,1201 | 0,115? | 0,016 | 0,0974 | 0,020° | 0,0137 
Z 0,103 | 0,107? | 0,0994 | 0,014’ | 0,708! | 0,090° | 0,0158 


C- Quellen nach ihrer Verwertbarkeit bestatigte sich die oben erkennbare 
Gruppierung: bei P. cactorum fihren mit fast gleichen Werten Glucose, 
Mannose, Saccharose und Xylose, bei P. parasitica tritt Starke deutlich 
in den Vordergrund. Die Reihenfolge der einzelnen Substanzen weicht 
ofters von der in Tab.7 bzw. 6 ab, doch zeigten schon die fritheren Ver- 
suche, daB sie nicht streng festgelegt ist. 

Die Untersuchung der tibrigen Arten ergab folgendes: P. palmivora, 
P. colocasiae und P. manoana bevorzugen eindeutig Glucose, Saccharose 
und Mannose, danach tiberraschenderweise die sonst kaum genutzte 
Raffinose. Starke fallt wie alle tibrigen Substanzen stark zuriick. Wab- 
rend P. mexicana, P. cambivora und P. citrophthora keine Besonderheiten 
aufweisen, bevorzugen P.megasperma und P. erythroseptica deutlich 
Mannose. P. richardiae und P. himalayensis nutzen Lactose, Xylose, und 
Raffinose nur minimal, gut dagegen die tibrigen Substanzen aus, wobei 
Glucose an der Spitze steht. 


B. Diskussion 
Die Untersuchung morphologischer Eigenschaften bei Phytophthora- 
Arten ergab, da8 einige von ihnen sich durch Konstanz und Deutlichkeit 
auszeichnen, wahrend andere infolge mangelnder Spezifitat fiir die Syste- 
matik nicht verwertbar sind. 
Arch, Mikrobiol., Bd. 33 17 
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Den Ausfiihrungen iiber Kulturmerkmale (S. 225) sei zugefiigt, daB 
schon TuckER (1931) und Lzon1an (1934) danach gewisse Arttypen be- 
zeichneten. Auf den gebrauchlichen Nahrbéden (8.224 bzw. 226) ist das 
unterschiedliche Erscheinungsbild von P. cactorwm und nahestehenden 
Arten gegentiber P. parasitica makroskopisch wie mikroskopisch deut- 
lich ausgepragt (8.225). Daneben zeigen auch andere Arten morpho- 
logische Eigenheiten, doch erscheint es angebracht, diese nur dann zu 
beriicksichtigen, wenn sie geniigend deutlich und konstant und zu- 
sammen mit anderen Arteigentiimlichkeiten auftreten. 

Die Lage des Antheridiums zum Oogon, ob amphi- oder paragyn, 
wird in den meisten Schliisseln zur Artbestimmung verwendet (TUCKER 
1931; Lzonran 1934; WATERHOUSE u. BLACKWELL 1954). LEONIAN wies 
allerdings darauf hin, daB bei P. cactorum, P. syringae, P. pint und P. 
fagi beide Typen nebeneinander vorkommen, dabei sei vermerkt, daB 
P. pini und P. fagi heute als identisch mit P. cactorum angesehen werden. 
Tucker (1931) hat darauf aufmerksam gemacht, da8 eine falsche Be- 
urteilung von Antheridien, deren Ansatzstelle nicht genau fest- 
stellbar ist, zu Fehlschliissen fiihren kann. Die vorliegenden Unter- 
suchungen zeigen, daB stets einer der beiden Typen eindeutig vorherrscht. 

TucKER erwihnt, da8 P. cactorwm leicht Oosporen bildet. Das gilt auch 
fiir die hier untersuchten Herkiinfte mit Ausnahme der Herkunft D; sie 
bildete stets nur vereinzelte Oosporen, obwohl sie auf verschiedenen Me- 
dien kultiviert wurde. Die Eigenschaft, Oosporen zu bilden, scheint von 
einer Reihe von Faktoren abzuhingen, die in den einzelnen Herkinften 
verschieden stark wirksam sind. Als solche kommen in Frage: Dauer der 
Kultur in vitro, damit verbunden Pathogenitiat und Vitalitat des Organis- 
mus, Heterothallie und relative Sexualitat. Besonders die letztgenannten 
Erscheinungen stehen in engem Zusammenhang mit der Bildung der 
Sexualsporen (LEONIAN u. GEER 1931; RaPER 1940, 1952; BaRRETT 1948; 
Conzmn 1950; Waternovuse 1950; Kouynas 1953; Sramps 1953b; 
JOHNSON u. VALLEAU 1954; BuRNETT 1955; weitere Angaben bei HAWKER 
1957, 8.84/85). Hier sei erwihnt, daB P. cactorwm D auch vegetativ nur 
sehr langsam und sparlich wuchs. Das deutet auf eine erheblich vermin- 
derte Vitalitat hin, die ihr gesamtes Verhalten beeinfluBt. 

Die Messung von Oosporen ergab iiber lange Zeitraume konstante 
Werte. Damit ist eine wesentliche Voraussetzung fiir ihre systematische 
Verwertbarkeit als Artmerkmal erfiillt (CHRISTENSEN u. STAKMAN 1947; 
Cummines 1947; Mansre.p 1948; Ramsporrom 1954). Die von LEONIAN u. 
GuEr (1929) gegen sie geiuBerten Bedenken vermag ich deshalb nicht zu 
teilen, schlieBe mich vielmehr der von TuckER (1931), wenn auch auf 
Grund sehr begrenzter Messungen, vertretenen Meinung an. Mogen der- 
artige Messungen auch bis zu einem gewissen Grad durch die Subjektivi- 
tat des Beobachters beeinflu&t sein, so wird dieser individuelle Fehler 
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durch die groBe Zahl der Messungen und ihre haufige Wiederholung in 
wechselnden Abstanden doch weitgehend ausgeglichen. Bei Beachtung der 
angegebenen Bedingungen (8. 226/227) sind Genauigkeit und Konstanz 
soweit gewahrleistet, daB dieses Merkmal besonders brauchbar ftir die 
systematische Gliederung der Gattung P.erscheint. Der praktischen 
Verwertung der Oosporenmafe zur Artabgrenzung indessen steht ihre 
Ubereinstimmung bei verschiedenen Arten entgegen. So liegen die Werte 
von P. cryptogea, P. cactorum, P. citricola, P. hydrophila und. der Isolie- 
rung N zwischen 22 und 26w. [Vgl. TuckER (1931); BLACKWELL, 
WATERHOUSE u. THOMPSON (1941/42); BLACKWELL (1943); WATERHOUSE 
u. BLACKWELL (1954) und WaTERHOUSE (1957), altere Angaben siehe 
TUCKER 1931, S.142.] 

Die Frage, wie gro8 MaBunterschiede zwischen den Oosporen zweier 
Arten sein miissen, um eine Abtrennung zu rechtfertigen bzw. aufrecht zu 
erhalten, kann nicht generell beantwortet werden. Wesentlich ist die 
Variationsbreite der einzelnen Herkiinfte einer Art, auBerdem das Er- 
gebnis der Priifung anderer Kriterien. Bei den oben genannten Arten ist 
die Ubereinstimmung so klar, da dieses Merkmal eine Artunterscheidung 
nicht méglich macht. 

Dagegen liegen die Oosporenmafe von P. erythroseptica stets tiber denen 
dieser Arten. Daraus kann auf Grund der groBen Konstanz auf eine Ver- 
schiedenartigkeit geschlossen werden. Allerdings stammen die angegebe- 
nen Werte nur von einer Herkunft. Die in der Literatur gefundenen Werte 
[PETHYBRIDGE 1913: 29—30u; ToMPKINS u. TuckEeR 1947: 29; 
Catrns u. Muskerr 1933: 29—32 (aus 14 Stémmen); BuDDIN 1938: 
28—32 v] liegen etwas iiber dem von mir ermittelten Wert (28 1). Diese 
Tatsache kann mit dem Hinweis auf die herkunftsbedingte Schwankungs- 
breite erklart werden: die von mir untersuchte Herkunft liegt an der 
unteren Grenze des Schwankungsbereiches der OosporenmaBe. 

Das Beispiel der Oosporenmafe zeigt, da ein Merkmal, das fir eine 
bestimmte Art kennzeichnend ist, fiir andere der gleichen Gattung keine 
Spezifitat zu besitzen braucht. Es konnen daher keine generellen Gesichts- 
punkte fiir die Artumschreibung aufgestellt werden; vielmehr muB die 
Brauchbarkeit eines Merkmals im Einzelfall entschieden werden. End- 
giiltig wird erst dann tiber die Oosporenmafe entschieden werden konnen, 
wenn alle Arten in gentigender Breite darauf untersucht worden sind. 
Dabei werden vor allem bei P. parasitica und P. palmivora Schwierig- 
keiten auftreten, weil viele Herkiinfte keine Oosporen bilden. Die 
Arbeit von Kouynras (1953) gab wesentliche Einblicke in die Ursache 
dieser Erscheinung. Er stimulierte die Oosporenbildung durch Doppel- 
kultivierung von Herkiinften, die in Einzelkultur steril waren. Dariitber 
hinaus berichten WATERHOUSE (1950) und Sramps (1953b) tiber die 
Moglichkeit, verschiedene Arten in Doppelkultur zur Oosporenbildung 

es 
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anzuregen. Eigene Versuche dazu blieben ohne Erfolg, d.h. es entstanden 
nur Oosporen in solchen Kulturen, in denen ein Partner auch einzeln 
Oosporen bildete. Es erscheint schwierig, dabei zu entscheiden, ob auch 
der zweite Partner eigene Oosporen bildet. Solange dies nicht ein- 
deutig méglich ist, bleiben die Ergebnisse unsicher. 

Die Mae der Chlamydosporen von P. parasitica umfassen den 
Bereich von 28—33 yz (Mittel 31 ); nach der Literatur (TucKER 1931) er- 
weitert er sich auf 24—36 yw. Innerhalb dieser Grenzen liegt auch der 
Mittelwert der untersuchten Herkunft von P. palmivora cacao. Zwar gibt 
die Literatur Werte von 31—38 fiir die Art an, doch iiberschneidet sich 
auch dieser Bereich erheblich mit dem von P. parasitica. Daher lassen 
sich die beiden Arten auf Grund dieses Merkmals nicht unterscheiden. 
Vielmehr stiitzen die Ergebnisse die auf Grund anderer Merkmale von 
Lonran gewonnene Ansicht iiber die weitgehende Ahnlichkeit der beiden 
Arten, die allerdings im Gegensatz zu der von TUCKER (1931) steht. 
Abgesehen von allen Ahnlichkeiten bestehen doch deutliche Unterschiede. 
Sie sind im unterschiedlichen Wachstum in Abhangigkeit von der Tempe- 
ratur und in morphologischen Merkmalen ausgepragt. AuBerdem be- 
steht ein deutlicher Unterschied im bezug auf die geographische Ver- 
breitung beider Arten. Wahrend P. parasitica in gemaBigten bis 
subtropischen Gebieten auftritt, ist P. palmivora im wesentlichen auf 
tropisches Klima begrenzt. Verschieden sind dariiber hinaus die Wirts- 
spektren: die Palmivora-Gruppe parasitiert vorwiegend auf Mono- 
kotyledonen, und zwar Palmen und Araceen. Dagegen bevorzugt P. para- 
sitica eindeutig Solanaceen. Es sei hier ergdnzt, das P. cactorum ihren 
Schwerpunkt bei den Rosaceen hat (NreNHAUS). Somit unterscheiden sich 
die drei groBen Gruppen innerhalb der Gattung Phytophthora klar nach der 
systematischen Stellung ihrer Wirte. Dieses Merkmal kann der Art- bzw. 
Gruppendiagnose beigefiigt werden. Wesentlich ist dabei, da es einen 
Schwerpunkt kennzeichnet, nicht aber eine nicht tiberschreitbare Grenze. 
Die zu starke Bewertung von Ausnahmen, von denen hin und wieder be- 
richtet wird, fiihrt zu einer falschen Beurteilung der Artgrenzen, die 
ohnehin nicht starr, sondern flieBend sind. 

Die Chlamydosporenmafe von P. parasitica var. rhei liegen an der 
oberen Grenze der von mir bei parasitica-Herkiinften erzielten Werte. 
Die einzelnen Messungen erbrachten eng beieinander liegende Werte 
(35,9 w; 36,5 uw; 35,1 w; 36,5 w; 30,5 1; 36,5 uw). Aus diesen wie auch aus 
den tibrigen Untersuchungen ergab sich kein Anhaltspunkt fiir das Auf- 
treten spontaner Saltationen, wie sie von Luontan (1925, 1926, 1934) 
beobachtet und eingehend untersucht worden sind. Sie sind seither nicht 
mehr indieser Form beschrieben worden. Wohlsind Stabilitatsunterschiede 
zwischen den Herkiinften einer Art haufiger festgestellt worden (STAMPS 
1953); es erscheint méglich, daB einzelne der von LHoNtIAN untersuchten 
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Herkiinfte besonders labil waren. Andererseits hat er selbst auf die Zu- 
sammensetzung des Nahrbodens als mégliche Ursache hingewiesen. Dar- 
tiber berichtet in anderem Zusammenhang auch Dorn (1955). Ungeklart 
bleibt freilich, warum seine anderen Arten bzw. Herkiinfte von P. para- 
sitica var. rhei unter gleichen Bedingungen stabil blieben. AsHBy (1929a) 
hat aus Lrontans Untersuchungen den SchluB gezogen, daB zur Kulti- 
vierung von Pilzen keine Medien verwendet werden diirfen, auf denen 
morphologische oder physiologische Abweichungen auftreten. Exaktere 
Aussagen tiber die Saltation von Phytophthora-Arten werden mdoglich 
sein, wenn man genauere Kenntnisse tiber die Kernverhaltnisse gewonnen 
hat, vor allem tiber das Vorkommen der Heterokaryose, die bisher nur 
vermutet wird (OLIvE 1953; GRraHAm 1955). 

LEONIAN u. GEER (1929) bestritten nach umfangreichen Beobachtun- 
gen und Messungen den systematischen Wert von Sporangieneigenschaf- 
ten. Das trifft fiir die MaBe sicherlich zu. Die Untersuchungen von 
BLACKWELL (1949) sowie WATERHOUSE u. BLACKWELL (1954) ergaben 
jedoch, daB einzelne Eigenschaften, vor allem die Ausbildung und GréBe 
der Papille und FuBzelle, auffallend konstant auftreten. Die eigenen 
Beobachtungen bestatigten dies. Es sei jedoch darauf hingewiesen, daB 
diese Merkmale fiir die Artkennzeichnung nur sekundare Bedeutung 
haben. Ihr systematischer Wert hangt davon ab, in welchem MaB andere 
Eigenschaften ausgepragt sind, mit denen zusammen sie eine Art charak- 
terisieren. Treten sie allein auf, so kénnen sie die Aufstellung von Unter- 
arten bzw. Variationes rechtfertigen (z.B. P. cactorum var. applanata, 
CHESTER 1932). 

Die Untersuchung der Temperaturabhangigkeit des Wachstums 
zeigte, daB sich die Herkiinfte einer Art in wiederholten Priifungen gleich 
verhielten (P. cactorum und P. parasitica). Die einzige Ausnahme bildete 
auch hier P. cactorum D (S. 236), deren Optimum und Maximum deutlich 
von denen der iibrigen Herkiinfte abwich. Derartige Abweichungen fih- 
ren leicht zur Verwischung der Artgrenzen (LEONIAN 1934), wenn man 
ihnen zuviel Gewicht beimiBt. Die wirkliche Bedeutung zeigt sich, wenn 
man gentigend Typus-Herkiinfte mit ihnen vergleicht. Dann wird es 
méglich, den Schwerpunkt der Art zu ermitteln (GAUMANN 1951, S.275). 

P. parasitica verhielt sich einheitlich. Lediglich in der Toleranz gegen 
extreme Temperaturen wichen die Herktinfte etwas voneinander ab (vgl. 
Lzontan 1934). Sie blieben jedoch stets deutlich von P. cactorwm und 
P. palmivora getrennt. Das gilt auch fiir die einerseits P. cactorum, an- 
dererseits P. parasitica nahestehenden bzw. identischen Arten P. citricola, 
P. cryptogea, Isolierung N bzw. P. capsici, P. hydrophila, P. terrestria 
und die Isolierungen R1 und F2. Arten, die eine Sonderstellung einnehmen, 
so P. palmivora (mit P. colocasiae und P. manoana), P. erythroseptica, 
P. syringae und P. fragariae zeigten ahnliches Verhalten, wie es von 
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friiheren Autoren festgestellt worden ist. Fiir die Klarung ihrer Artgrenzen 
bedarf es jedoch weiterer Untersuchungen. Unklar erscheint die Stellung 
von P. citrophthora, P. mexicana, P. drechsleri und P. himalayensis, wie 
auch aus den widersprechenden Angaben in der Literatur hervorgeht 
(Tucker 1931; Lzontan 1934). 

Untersuchungen tiber den Bedarf der P.-Arten an Vitamin B1, die sich 
an Arbeiten verschiedener Autoren anschlossen, ergaben, da8 alle unter- 
suchten Arten (P.cactorum, P. parasitica, P.erythroseptica, P. citro- 
phthora, Isolierung R1 und R2) in ihrem Wachstum von Thiamin gleich 
abhangig sind. Im tibrigen konnte die Auffassung von BrraNcouRT u. 
Rosserrt (1950), da8 Thiamin in erster Linie die Hyphenverzweigung, 
d.h. die Koloniedichte, beeinfluBt, auf die genannten Arten ausgedehnt 
werden. Versuche iiber die Verwertbarkeit von N-Quellen zeigten, dai 
die Phytophthora-Arten nicht nur organischen, sondern auch anorga- 
nischen Stickstoff gut verwerten kénnen; damit ergab sich, daB die von 
Rossins (1937) vorgenommene Einordnung der Phytophthora-Arten zu 
den Organismen, die auf organischen Stickstoff angewiesen sind, nicht im 
strengen Sinn Giiltigkeit hat. Im Gegensatz zu diesen Versuchen, die 
eine einheitliche Reaktion der gepriiften Arten ergaben, zeigten gleich- 
artige Versuche zur Verwertbarkeit von C- Quellen Unterschiede, die aber 
durch uneinheitliches Verhalten der Herkiinfte innerhalb einer Art 
gemindert werden. Die Herkiinfte von P. parasitica stimmten wohl etwas 
starker untereinander iiberein, jedoch nicht so, da man daraus Schliisse 
fiir die Systematik ziehen kénnte. Dieser Mangel an Spezifitat (dazu 
FLEETWOOD-WALKER 1955 und Saxkatr 1955), der nur das Aufzeigen von 
Tendenzen erméglicht, mag in den biologischen Eigenschaften der Orga- 
nismen begriindet sein. Darin wiire ein Beweis zu sehen fiir die gréBere 
Plastizitit physiologischer gegeniiber morphologischen Eigenschaften 
(BurLER 1929; DeNNIES 1952). Glucose und ihr nahestehende Zucker 
wurden von allen Arten am besten ausgenutzt. Die fiir die einzelnen Sub- 
stanzen erzielten Werte lagen oft dicht beieinander; bei Versuchswieder- 
holungen ergaben sich mitunter Verschiebungen in der Reihenfolge, 
ebenso beim Vergleich der mit den beiden Versuchsmethoden erzielten 
Verwertungsskalen. Das zeigt, daB diese Pilze nicht auf eine bestimmte 
C- Quelle testgelegt sind; sie kénnen sich auferdem je nach Angebot 
offenbar sowohl in bezug auf die Bildung von Spaltungsfermenten (fiir 
Saccharose und Starke) als auch auf den Abbauweg der einzelnen Zucker 
(Xylose, Mannose, Glucose) umstellen. 

Zieht man das phytopathogene Verhalten der beiden Arten P. cactorum 
und P. parasitica in Betracht, so kann der Mangel an Spezifitat nicht 
tiberraschen. Fir P. cactorwm z.B. sind in der Literatur tiber 120 natiir- 
liche Wirte aufgeftthrt. Es mu8 angenommen werden, dali das Angebot an 
C-Quellen in diesen qualitativ verschieden ist. Zwar vermag die einzelne 
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Herkunft nicht alle diese Wirtsarten zu infizieren, doch ist ihr Wirtskreis 
nie eng begrenzt. Bei solchen Uberlegungen diirfen nach GAUMANN (1951) 
die Zusammenhange zwischen Art und Menge der angebotenen Nahrstoffe 
einerseits und der Wirtswahl andererseits nicht zueng gesehen werden. Aber 
so groBe Unterschiede in der Wirtsspezifitat wie etwa zwischen P.cactorum 
und P. infestans konnen doch méglicherweise darin ihre Erklarung finden. 

Die unterschiedliche Verwertbarkeit von C- Quellen kann prinzipiell als 
systematisches Kennzeichen durchaus morphologischen Eigenschaften 
gleichwertig sein. Das gilt nicht nur fiir Pilze der verschiedensten systema- 
tischen Stellung (RAMAKRISHNAN 1941; WicKERHAM u. BuRToN 1948; 
STaLDER 1954; Kern 1955), sondern auch fiir Bakterien (LErrson 1956) 
und Actinomyceten (ZAHNER u. ETTLINGER 1957). Hier zeigt sich, daB 
das gleiche Merkmal in verschiedenen Gruppen von ganz unterschied- 
licher Bedeutung sein kann (CrirERRI 1932; MansFELD 1948; RoTHMALER 
1950). Bei manchen Gattungen hat gerade die Physiologie weit besseren 
Aufschlu8 iiber Artgrenzen gegeben als die Morphologie (WELLES 1924; 
FRANDSEN 1955; LoEFFLER 1957). Im Fall der Gattung Phytophthora 
dagegen liegt das gréBere Gewicht bei den morphologischen Kennzeichen. 
Ein Beispiel dafiir bieten die Isolierungen NV, R1 und R2, die im Rahmen 
der Untersuchungen identifiziert wurden. Die Isolierung N stimmt in 
Wuchstyp, Oosporenmafen, Antheridientyp und Temperaturbereich mit 
P.cactorum iiberein. Sie wurde dieser Art zugeordnet. Ihr Vorkommen auf 
Rhododendron spec. ist bekannt (PAPE 1955). Die Isolierungen R/ und 
R2 von Sinningia erwiesen sich als eindeutig identisch mit P. parasitica. 
Sie stimmen mit ihr in allen untersuchten Merkmalen tiberein; selbst 
die Sporangienmagfe sind fast gleich. Das Auftreten von P. parasitica an 
Sinningia spec. ist beschrieben und auch in Deutschland beobachtet 
worden (PapE 1955). 

In allen Untersuchungen wurden Kulturen verwendet, die schon seit 
Jahren auf Nahrbéden gehalten wurden (Baarn-Herkiinfte); gemeinsam 
mit ihnen wurden frisch isolierte Kulturen verwendet. Es ist interessant, 
da8 durchweg gleichartige Ergebnisse erzielt wurden. Daraus laBt sich 
schlieBen, daB die biologischen Higenschaften durch langjahrige Kultivie- 
rung offenbar nur insoweit verdindert werden, wie sie die Pathogenitat 
betreffen, die nach zahlreichen Literaturhinweisen stark vermindert wer- 
den kann. Sie kann jedoch auch meist in Fallen, wo sie verloren zu sein 
scheint, durch geeignete Passagen regeneriert werden. 

Es erscheint gerechtfertigt, bei der Betrachtung der Gattung Phyto- 
phthora nicht die einzelne Art, sondern Artkreise in den Vordergrund zu 
stellen. Offensichtliche Schwerpunkte sind P. cactorum, P. palmivora und 
P. parasitica. Um diese Zentren herum laBt sich ein groBer Teil der 
iibrigen Arten nach dem Grad der Ubereinstimmung mehr oder weniger 
direkt gruppieren. Es wird dabei Arten geben, die sich einer solchen 
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Einordnung entziehen. Sie sind dann geniigend gekennzeichnet und er- 
fiillen den Sinn ,,guter‘‘ Arten. Die seit langem bekannte Plastizitat der 
Phytophthora-Arten laBt die Verwendung minutidser Unterschiede in der 
Artcharakterisierung nicht mehr gerechtfertigt erscheinen. Darauf haben 
schon LrontAn (1934) und SarEsanni (1936) hingewiesen. Um so not- 
wendiger erscheint es, nach geniigend deutlichen und konstanten Merk- 
malen die Artgrenzen so zu revidieren, daB eine klare Gliederung dieser 
schwierigen Organismengruppe méglich wird. 


C. Zusammenfassung 

Es wurden Untersuchungen an Phytophthora cactorum (8 Herkiinfte, 
1 varietas) und P. parasitica (6 Herkiinfte, 2 var.), sowie an 20 weiteren 
Arten (je 1 Herkunft) der Gattung P. durchgefiihrt. Eine Reihe von 
morphologischen Merkmalen wurde auf ihre Konstanz hin mit folgendem 
Ergebnis geprift: 

1. Kulturmerkmale erlauben es, Arten vom Typ P. cactorum von P. 
parasitica und ahnlichen Arten zu unterscheiden. AuBerdem kennzeich- 
nen sie P. cinnamomi und P. syringae. 

2. Die Anlage des Antheridiums ist stets eindeutig amphi- oder para- 
gyn. Nach diesem Merkmal ergeben sich Artgruppen. 

3. Die MaBe der Oosporen sind in engen Grenzen konstant, als Art- 
merkmal also grundsatzlich verwertbar. Die Ubereinstimmung der Mabe 
mehrerer Arten schrénkt indessen ihren Wert ein. 

4, Die MaBe der Chlamydosporen unterliegen einer deutlich starkeren 
Streuung, die ihre systematische Verwertbarkeit entsprechend vermin- 
dern. Wahrend P. parasitica und P. palmivora fast gleich groBe Chlamydo- 
sporen bilden, sind die von P. lateralis artspezifisch gréBer. 

5. Messungen an Sporangien bestatigen die Auffassung ihres geringen 
systematischen Wertes. Der Form der Papille und der Fufzelle kann da- 
gegen mit BLACKWELL (1949) ein solcher beigemessen werden. 

Die Priifung physiologischer Eigenschaften auf ihren systematischen 
Wert, die auf einem synthetischen Nahrboden durchgefihrt wurde, ergab: 

1. Die Temperaturanspriiche der Arten P. cactorum und P. parasitica 
sind eindeutig getrennt. Die Herkiinfte innerhalb einer Art verhalten sich 
in dieser Hinsicht einheitlich. Eine Reihe weiterer Arten 1a8t sich den 
genannten zuordnen. 

2. Auf Gaben von Vitamin B1 und gegentiber 12 antibiotischen Sub- 
stanzen reagieren alle Arten gleich. 

3. Die Verwendung von C- Quellen lie8 ein schwach ausgepragtes Grup- 
penverhalten erkennen. Arten vom Typ P. cactorum bevorzugen Saccha- 
rose und Glucose, solche vom Typ P. parasitica groBenteils Starke. Die 
geringe Spezifitat der Ergebnisse schlieBt eine primare Verwendung fiir 
die Artabgrenzung aus. 
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Die Isolierungen R1 und R2 von Sinningia spec. wurden als Herkiinfte 
von P. parasitica, die Isolierung N von Rhododendron spec. als Herkunft 
von P. cactorum identifiziert. 


Die Untersuchungen wurden mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
durchgefiihrt, der an dieser Stelle fiir die Unterstiitzung ergebenst gedankt sei. 
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Amino Acid Content of Leguminous Proteins as Affected 
by Genetic and Nutritional Factors I 
By 
J.GOA and L. Strip 
With 7 Figures in the text 
(Hingegangen am 26. Januar 1959) 


This work is a part of an investigation concerning the influence of 
genetic and nutritive factors on protein composition of some leguminous 
plants (Nizsson et al. 1954, MeLLANDER et al. 1958). The protein of 
legumes is of particular interest because it is synthesized from nitrogen 
fixed by a symbiosis between root nodule bacteria, Rhizobium, and the 
legume. One object of the investigation consequently is to show whether 
differences occur in the protein of legumes fed by symbiotically fixed 
nitrogen and by nitrogenous fertilizer. 

It was found necessary to study separately the different proteins in 
the plant material concerning amino acid composition, enzymatic degra- 
dation and so forth. It was also highly desirable to have a quantitative 
method for estimation of the relative amount of the proteins under 
investigation. The work described here deals with isolation of pea 
proteins, determination of their purity by means of free electrophoresis 
and assay of the amino acids after complete hydrolysis by chromato- 
graphy according to Moork and Srern (1951). The amino acid compo- 
sition of pea proteins was earlier studied by DantELsson and Lis (1952). 
However, with the methods used by these authors, partly physical and 
partly chemical, only a limited number of amino acids could be deter- 
mined. 

Pea proteins may be divided into: 1. Albumins soluble in distilled 
water, and 2. Globulins insoluble in distilled water. The albumin is not 
homogenous but consists of at least three electrophoretically separable 
fractions. In this work no attempts have been made to separate these 
fractions. The globulin fraction consists of two well-defined proteins, 
vicilin and legumin. 

Method of preparation 

The three protein fractions, albumin, vicilin and legumin have been 
prepared chiefly according to the description formulated by DaNnrELSson 
(1950). The preparation was made as follows: 


500 g. of ripe peas (Torsdag II) were allowed to swell overnight in 11. of 0.1 M 
phosphate buffer py 7.0 which contained sodium chloride to a concentration of 
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0.5 M (= standard buffer). The swelled peas were then homogenized in a Turmix 
blender together with the buffer and extracted for 2 days with 51. of standard 
buffer at 4°C. 5 ml. of toluol was added. 

After centrifugation, the opaque solution was dialysed for 2 days against running 
tap water and 2 days against distilled water. The globulins which had now precip1- 
tated, were centrifuged off and the albumin in solution was precipitated by addition 
of ammonium sulphate to a concentration of 70 per cent w/v. 


Table 1. Elementary composition of isolated proteins. The values are corrected for 
ash and water contents 


| Cc H / N S | P 
Albumin 52.3 6.64 16.2 2.02 0 
Vicilin 52.4 7.06 17.1 0 0 
Legumin 51.9 6.98 17.2 0.34 0.1 


After centrifugation, the precipitated albumin was dialysed for 2 days against 
running tap water and 2 days against distilled water at 4°C. with frequent changes 
of water. The albumin solution obtained was centrifuged and lyophilized. The dry 
albumin powder was then dissolved in distilled water to a concentration of 15 to 
20 per cent and dialysed against distilled water until no further precipitation 

occurred upon prolonged dialysis. This 
Table 2. Contents of ash and water of the albumin solution was then lyophilized. 


3 ; : The precipitated globulins were 
d t ctions precy & 
pumsfied protean Kractan, dissolved in 2 1. standard buffer under 


‘Albumin 9.75°/, H,0 | 0.37%/ ash cCombinpour stirring for 18 hours at 
Vicilin 9.339/, H,O | 0.20°/, ash 4°C. Undissolved material was centri- 
Legumin 7.439/,H,0 | 1.40%/, ash fuged off, and the solution dialysed 

for two days against 0.1 M acetate 

buffer, pa 4.5, containing sodium 
chloride in a concentration of 0.2 mM. The legumin, which was now precipitated, 
was centrifuged off, and the solution was dialysed against distilled water for 2 days, 
whereupon vicilin precipitated. 

The vicilin precipitate was dissolved in standard buffer and dialysed against 
acetate buffer as above. If any precipitate occurred, this was centrifuged off. The 
solution was then dialysed against distilled water, whereupon vicilin precipitated. 
This procedure was repeated once. The vicilin precipitate was then lyophilized: 

The legumin precipitate was dissolved in standard buffer, centrifuged and 
precipitated by dialysis against acetate buffer as described above. The procedure 
was repeated once. The legumin was then dissolved in standard buffer and dialysed 
against distilled water for 3 days at 4°C. with frequent changes of water. The now 
precipitated legumin was finally lyophilized. 


The yield of the protein fractions was not taken into consideration in 
the preparation described above. However, preparations were made in 
a minor scale (1 g. of ground peas) in order to determine the amount of 
the fractions. It was found that 85 per cent of the nitrogen was extracted. 
About 17 per cent of this was albumin-N, 32 per cent vicilin-N, 34 per 
cent legumin-N and 17 per cent dialysable N. The purified protein fractions 
were analyzed for carbon, hydrogen, nitrogen, sulphur and phosphorus. 
The results of these analyses are shown in Tables 1 and 2. 
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Electrophoresis of the isolated pea proteins 


Free electrophoresis according to TrsEttus has been used as a test of 
homogenity. In a study of the electrophoretical behavior of the pea 


Fig.1. Electrophoretic diagram of albumin, px8.6. 

Buffer: Veronal, “= 0.1. Concentration 2°/o. 

Temp. + 1.5°C. Potential 7.60 volts/em. Time: 

31/; hours, descending. Mobility: Z —5.20- 

10— em.2/volt sec. IZ —3.43 - 10-* cm.?/volt sec. 
III —1.95 -10~* em.?/volt sec. 


Fig. 4. Electrophoretic diagram of legumin, 
pr 8.11. Buffer: 0.013 M H;BO; + 0.002 M 
NaeB,O, + 0.2 mM NaCl, w = 0.25. Concen- 
tration 1°/,. Temp. + 15°C. Potential 
1.051 volts/em. Time: 4?/,; hours, descending 
Mobility: —8.78-10-> cm.?/volt sec. The 
assymetry in the diagram developed after 
two hours running.’ At this time the protein 
solution was opaque 


Fig.2. Electrophoretic diagram of vicilin, pu 7.3. 
Buffer: 0.015 M Na, HPO, + 0.005 M NaH,PO, + 
0.2m NaCl, mw = 0.25. Concentration 1°/. 
Temp. + 5°C. Potential 2.48 volts/em. Time: 
23 hours, descending. 
Mobility : —3.25 - 10-> cm.*/volt sec. 


Fig.5. Electrophoretic diagram of legumin, 


Fig.3. Electrophoretic diagram of vicilin, pu 4,31. pu 3.71. Buffer: 0.40M HAc + 0.05 M NaAc-+- 
Buffer: 0.1m HAc-+ 0.05 mM NaAc + 0.2 M NaCl, 0.2m NaCl, « = 0.25. Concentration 1°/). 
f= 0.25. Concentration 1°/,. Temp. + 5°C. Temp. + 15°C. Potential 0.961 volts/cm. 
Potential 2.92 volts/em. Time: 67/, hours, Time: 21 hours, descending. 
descending. Mobility: + 3.19 -10~° em.?/volt sec. Mobility: + 8.29 -10-° em.?/volt sec. 


proteins, DANIELSSON (1950) has described the conditions suitable for 
electrophoresis. Due to pea proteins being only slightly soluble at low 
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salt concentration, the ionic strength of the buffers used was high, and 
in view of the fact that legumin forms precipitate at low temperature, 
electrophoresis of this protein had to be carried out at a higher tempera- 
ture than ordinarily used in free electrophoresis. The conditions used by 
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Fig. 6. Recovery of some amino acids subsequent to different duration of hydrolysis 


Table 3. The amino acid composition of albumin 


per cent amino acid N of total N mean values 


Chromato- | Chromato- | Chromato- Midna Fy a ue 
gram 1 gram 2 gram 3 N of total N| substance 

Aspartic acid 8.2 7.6 7.5 7.8 11.9 
Threonine (4.7) 3.4 3 4.7 
Serine 4.7 4.3 4.5 5.5 
Glutamic acid 4.7 4.3 4.1 4.4 7.5 
Proline 4.5 5.0 4.3 4.6 6.2 
Glycine 5.9 5.2 5.8 5.6 4.9 
Alanine DD 4.6 5.4 5.2 5.4 
Valine 3.9 4.3 4.0 4.1 5.5 
Methionine 0.6 0.6 0.6 1.1 
Isoleucine 3.4 ysl! 3.3 4.9 
Leucine 3.5 Bua 3.4 D2 
Tyrosine (2.8) ile! 1.1 2.4 
Phenylalanine (4.2) Sp 3d 6.4 
Histidine 4.8 4.0 4.4 2.6 
Lysine 10.1 8.3 9.2 7.8 
Ammonia Tell 6.5 6.8 ies 
Arginine 10.2 10.0 10.1 Del 
Cyst(e)in 4.0 5.5 
Tryptophan 2.2 2.5 

88.0 96.4 


The values within brackets should be discounted owing to an error in the analysis. 
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DANIELSSON have been strictly followed. Fig. 1—5 show some electro- 
phoretic patterns. Both vicilin and legumin have a tendency to precipi- 
tate during electrophoresis. This was also observed by DANIELSSON 
(1951) who, in view of the behavior in the ultracentrifuge, assumed 
polymerisation to occur. It will be seen from the figures that the globulin 
fractions are of high electrophoretic purity. 


Table 4. The amino acid composition of vicilin 


per cent amino acid N of total N mean values 
16 hours 22 hours 70 hours Rae ad Soe on 
hydrolysis | hydrolysis | hydrolysis N of total N| subs hanes 

Aspartic acid 9.5 9.3 9.4 9.4 15.3 
Threonine 1.9 1.9 iad 2.0* 2.9 
Serine (4.4) 4.6 3.0 5.3% 6.8 
Glutamic acid 11.3 11.6 11.1 11.3 20.4 
Proline 2.6 2.7 2.8 2.7 3.9 
Glycine 3.3 3.4 4.0 4.0** 3.6 
Alanine (2.7) 3.3 3.2 3.3 3.5 
Valine (3.1) oD 3.7 Sirs: 5.3 
Methionine 0.0 0.0 0.0 OO) 0.0 
Tsoleucine 3.6 3.8 4.3 4.3** 6.9 
Leucine Tel! 7.2 Feo epics 11.6 
Tyrosine (U7) 1.4 1.4 1.4 3.1 
Phenylalanine 3.6 3.5 3.3 3.5 7.0 
Histidine (3.0) 3.2 3.4 3.3 2.1 
Lysine (10.3) 10.6 9.9 11.0* 9.8 
Ammonia 11.8 12.0 13.8 11.2= 2.3 
Arginine 15.0 14.0 13.0 14.0 7.4 
Cyst(e)in 0.0 0.0 
Tryptophan 0.1 0.1 

97.8 112.0 


The values within brackets may be omitted owing to incomplete hydrolysis or 
to analytical error (tyrosine). The values with* are extrapolated to zero-time. 
The amino acids with ** have a high resistance against acid hydrolysis, and the 
values after 70 hours hydrolysis are the most representative. The yield of these 
amino acids subsequent to different durations of hydrolysis are shown in Fig. 6. 


Determination of the amino acid composition of the pea proteins 


The amino acid analyses were carried out by column chromatography 
on Dowex 50X8 according to Moors and Sretn (1951). Cystein and 
eystin (= cyst(e)in) was determined after reduction of its sulphur to 
hydrogen sulphide, which was determined colorimetrically as colloidal 
bismuth sulphide (Goa, to be published). Tryptophan was determined 
with p-dimetylaminobenzaldehyde and sodium nitrite (Sprms and CHam- 
BERS 1949). 
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Prior to chromatography, about 20 mg. of protein was hydrolyzed in 
2ml. of 6n glass distilled hydrochloric acid in sealed and evacuated 


Aspartic acid 
Threonine 
Serine 
Glutamic acid 
Proline 
Glycine 
Alanine 
Valine 
Methionine 
Isoleucine 
Leucine 
Tyrosine 
Phenylalanine 
Histidine 
Lysine 
Ammonia 
Arginine 
Cyst(e)in 
Tryptophan 
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Table 5. The amino acid composition of legumin 
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7.8 12.8 
2.2 Aye 
3.6 4.6 
TS 20.5 
3.4 4.8 
4.4 4.1 
4.1 4.4 
4.3 6.2 
0.4 0.8 
3.0 4.9 
6.3 10.2 
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Fig.7. Shows the chromatogram of a 22 hours hydrolysate of legumin (3.66 mg.). The values plotted 
on the ordinate are the measured optical densities of the ninhydrin colours with no correction in 


respect of the base-line colour, or the different colour yield of the amino acids 
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Pyrex glass tubes. The hydrolysis was carried out at 110 + 2°C. for 
22 hours, after which excess hydrochloric acid was removed in a desic- 
cator over sodium hydroxide in vacuo. The residue was dissolved in 2 ml. 
of 0.1n hydrochloric acid and diluted to 10 ml. with citrate buffer 
pu 3.42 as used for chromatography. The final pq was then 2.5. Of this 
solution 2 ml. was applied to the columns, and fractions of 1 ml. were 
collected for analysis (MoorE and Srern 1954). To test the degree of 
destruction of amino acids during hydrolysis, vicilin was analysed sub- 
sequent to different durations of hydrolysis (Fig. 6). 

The results of the amino acid analyses are shown in Tables 3—5. From 
these it will be seen that albumin contains all the common amino acids. 
Compared to vicilin and legumin it is rich in cyst(e)in but poor in glu- 
tamic acid. Vicilin contains a high percentage of glutamic acid, but very 
little tryptophan. Methionin as well as cyst(e)in are absent. Legumin 
contains all the common amino acids, but compared to albumin it is 
rich in glutamic acid and contains only small amounts of cyst(e)in. A 
typical chromatogram (from legumin) is illustrated in Fig. 7. 


Summary 


Pea proteins have been extracted from ground peas, and albumin, 
vicilin and legumin have been isolated. The electrophoretic homogenity 
of the proteins was tested by means of free electrophoresis and the amino 
acid composition was determined by column chromatography. 
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Aerobiosis and the Hemoprotein content 
of photosynthetic Bacteria 


By 
RopERICK K. CLAYTON* 


(Eingegangen am 27. Februar 1959) 


Since many types of photosynthetic bacteria can grow aerobically in 
darkness as well as phototrophically, it can be expected that their enzymic 
constitution will show interesting changes as the environment during 
growth is altered. A survey was therefore conducted in which Rhodo- 
spirillum rubrum and Rhodopseudomonas spheroides were grown under 
various conditions of illumination, aeration, and iron deficiency. Mature 
cultures were assayed for their content of catalase, cytochrome c¢, and 
RHP?. Concentrations of total iron, bacteriochlorophyll, and carotenoids 
were also determined. 

Materials and Methods 


Rhodospirillum rubrum, strain S-1 (obtained from Prof. C. B. van Nrex) and 
strain 4 (obtained from Dr. J. B. Tomas), and Rhodopseudomonas spheroides, 
strain 2.4.1 (obtained from Prof. R. Y. STANIER) were cultivated in a medium 
described by Conmn-Bazire et al (1957). The medium contained minerals, chelating 
agents, growth factors, glutamate, acetate, and malate. Anaerobic cultures were 
grown under illumination (about 12 inches from three 40 watt lamps) at 30°C., in 
florence flasks filled to the neck. Aerobic cultures were grown in darkness at 30°C., 
in partially filled, agitated vessels. 

Cell mass, bacteriochlorophyll, and carotenoids were estimated 
spectrophotometrically by the methods of CoHEN-BazirE et al. (1957). 

Total iron was assayed as the dipyridyl complex, in the manner of THORP 
(1941). 

Catalase was assayed in toluenized cells (four minutes’ exposure to toluene at 
25°C.) by the iodometric method of HERBERT (1955). 

Cytochrome c and RHP were extracted with warm trichloroacetic acid (TCA) 
in the manner of VERNON (1953). The neutralized extract was fractionated with 
ammonium sulfate (0—20°/, and 20—40°/,) and then treated with TCA, as described 
by Vernon and Kamen (1954). The higher ammonium sulfate fraction (containing 
most of the RHP and some cytochrome c) and the TCA precipitate (containing 
most of the cytochrome c and some RHP) were dissolved in 0.01 m phosphate 


* Present address: Biology Division, Oak Ridge National Laboratory, Oak 
Ridge, Tenn.; operated by Union Carbide Corporation for the U.S. Atomic Energy 
Commission. 

1 RHP is an abbreviation (BARTSCH and KamEn 1958) for Rhodospirillum hemo 
protein or for Rhodopseudomonas hemo protein. Unfortunately this substance has 
been found in genera which do not begin with R. In the past it has been termed 
‘‘vellow pigment” and “‘pseudohemoglobin”. 
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buffer, px 7.4, and analyzed spectrophotometrically, as follows: Three cuvettes 
(Beckman, 1 cm. path) were filled with the solution to be tested. A small crystal 
of K; Fe(CN), was added to one, and about 5 mg. of Na, 8,0, to each of the others. 
One of the latter was bubbled with CO for 30 sec. The cuvettes were covered and 
allowed to stand in darkness for 30 min. The oxidized-reduced difference spectrum 
(hydrosulfite vs ferricyanide) was then measured in the Unicam §. P. 500 Spectro- 
photometer, at wave lengths 536, 551, and 560 mu. The reduced-carbon monoxide 
difference spectrum (hydrosulfite plus CO vs hydrosulfite) was measured at 406, 
416, and 424 mu. 

Since cytochrome c does not react with carbon monoxide, the CO difference 
spectrum yields the concentration of RHP. The concentration of cytochrome c can 
then be determined from the oxidized-reduced difference spectrum, by subtracting 
the contribution made by RHP. From spectral data published by VrERNon and 
Kamen (1954) and by Barrscu and Kamen (1958), we obtain the formulae 


RHP (ug/ml.) = 500 [0.D.4;6—1/2 (O.D.495 + O.D.45,)] 
(CO difference spectrum) 
and 


Cytochrome c (ug/ml.) = 740 (O.D.55;—O.D. 569) — 62 (O.D.55;—O.D.539) 
(oxidized-reduced difference spectrum). 


Yields of cytochrome ¢ and RHP obtained by the foregoing method were found 
to be reproducible within about 10°/,, but not maximal. Incomplete extraction was 
revealed when the foregoing method was compared (using aliquots of one cell sus- 
pension) with the following: Washed cells of Rps. spheroides were extracted three 
times with acetone and exposed to sonic disruption (10 min in the Mullard Soni- 
cator). The resulting extract was treated in the usual manner (ammonium sulfate 
fractionation, TCA precipitation, etc.). Taking the yields obtained in this way to 
be 100°/), the TCA extraction gave yields of 60°/, for cytochrome c and 30°/, for 
RHP. All values listed in this paper have been corrected accordingly. 

Iron-deficient media were prepared by omitting iron from the growth 
medium and removing traces of iron from the remaining ingredients. The latter 
was achieved by shaking the ingredients, dissolved in water, with 8-hydroxy- 
quinoline. This reagent, together with traces of iron, was removed by extraction 
with chloroform. Nitrilotriacetic acid and versene were recrystallized twice, as 
their potassium salts, from water plus ethanol. 


Results 


The data in the Tables represent, in all cases, averages of from 
two to five values obtained in similar experiments. In no case did such 
“replicate” values differ by more than 40°/, of their mean value. The 
levels of catalase, cytochrome c, RHP, and total iron were not influenced 
significantly, in aerobic cultures, by the presence or absence of light. 

The numbers in Table 1 represent per cent of the dry weight; for 
catalase these figures are based on the specific activity of the purified 
enzyme from Rhodopseudomonas spheroides (R. K. CLayvon, unpub- 
lished). 

Changes in pigmentation, induced by varying degrees of illumination 
and aeration, have been described fully for Rhodospirillum rubrum and 
Rps. spheroides by ConEN-Bazirx et al (1957). Such changes are recorded 

US i 
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here so that the reader can gauge the degrees of aeration represented in 
Table 1 as “limited” and “‘vigorous’’. 

Of the three hemoproteins studied here, catalase responds the most 
dramatically to the introduction of air (Table 1). In both R. rubrum and 
Rps. spheroides, catalase content rises with increasingly vigorous 


Table 1. Content of photosynthetic pigments, total iron, and three hemoproteins in 
Rhodospirillum rubrum and Rhodopseudomonas spheroides, grown under various 
combinations of illumination and aeration. 

The numbers represent per cent of the dry weight. 


Rhodospirillum rubrum Rhodopseud. spheroides 


ates Limited aeration ety See Lim. aer. Dicwie. 

robic | light | dark |aeration} ®"°° It dk aa 
Bacterio- 
chlorophyll 2.51 | 0.13 | 2.00 |0.36 | 2.56 | 0.14 | 1.03 0.43 
Carotenoids 0.42 | 0.037 | 0.31 |0.068 | 0.46 | 0.08 | 0.32 0.16 
Total iron 0.020 | 0.047 0.019 | 0.017 0.027 
Catalase 0.0005 0.0010 0.0028} 0.006 0.09 0.25 
Cytochrome ¢ 0.15 0.23 0.17 | 0.16 0.22 0.12 
RHP 0.22 0.38 0.20 | 0.58 0.15 0.08 


Table 2. Hemoprotein content in R. rubrum and Rps. spheroides subjected to iron 
depletion. Numbers represent per cent of the value prevailing in cells grown with 
excess won. 

See text for details pertaining to iron depletion. 


Light, anaerobic Dark, vigorous aeration 


R. rubrum Rops. spheroides R. rubrum Rps. spheroides 
 ————— ———— 
Jatalase 80 50 100 100 
Cytochrome ¢ 100 100 30 80 


RHP 100 100 30 50 


aeration!. Cytochrome ¢ attains maximal levels in cells grown under 
limited aeration; the same can be said for RHP in AR. rubrum. 
In Rps. spheroides the content of RHP declines under aerobiosis, becom- 
ing less as the vigor of aeration is increased. Levels of total iron reflect 
roughly the total hemoprotein content, although they exceed the amount 
of iron which corresponds to the three hemoproteins under investigation. 

In cultures whose growth was limited by iron deficiency the cell yield 
was reduced to about 60°/), the bacteriochlorophyll plus carotenoid 


1 Unpublished experiments (R. K. CLayton) show that the increased catalase 
content in aerobic cultures is not due to a selection of mutants. 
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concentration to about 40°/), and the total iron content to about 20°/, 
of normal. These figures apply to anaerobic and aerobic cultures of both 
species. Hemoprotein content in such cultures is shown in Table 2, 
expressed as per cent of that found in cells grown with excess iron. In 
both species the catalase content is reduced, under iron deficiency, in 
cells grown anaerobically in the light, but not in cells grown aerobically 
in darkness. The reverse occurs in the case of cytochrome c and RHP: 
attenuation under aerobiosis, but not under anaerobic growth. 


Discussion 


An induced synthesis of catalase upon exposure to air has been 
reported frequently for yeast (von EvuLER 1927; CHaNTRENNE and 
Covrrotis 1954; StonimsKr 1955) and for bacteria (CREASER 1955). Our 
data show that a high catalase content is associated with aerobiosis in 
R. rubrum and Rps. spheroides. The failure of iron depletion to reduce 
the high level of catalase in aerobic cultures also suggests that the 
function of this enzyme is linked, in these species, with aerobic life. 
Strain 4 of Rhodospirillum rubrum, which is incapable of aerobic growth, 
contains 0.00007°/, catalase (cf. 0.0005°/, for strain S-7 grown anaero- 
bically). Chlorobium, a strict anaerobe, contains no catalase (LARSEN 
1953). A correlation, among the photosynthetic bacteria, between cata- 
lase content and capability of aerobic growth fails in the case of Chroma- 
tium, a strict anaerobe which contains catalase (J. NewTon, verbal 
communication). 

An increased cytochrome content in bacteria grown under limited 
aeration has been reported, for example by Lennorr et al. (1956). We 
find this effect with cytochrome c and, in R. rubrum, with RHP. 

In R. rubrum the amount of catalase-hematin is, in all cases, much 
less than the amount of hematin bound in RHP. Changes in the levels 
of these two hemoproteins appear to be unrelated in this species. In 
Rps. spheroides the catalase content is high when the RHP content is 
low and vice versa; furthermore, the amount of catalase-hematin in 
aerobic cultures is comparable to the amount of RHP-hematin in 
illuminated, anaerobic cultures. Thus a competition for hematin may 
exist in this species, with catalase synthesis favored in aerobic growth 
and RHP synthesis favored in phototrophy. The data of Table 2 then 
suggest that RHP is associated with photometabolism: as the compe- 
tition is made more severe through iron depletion, the RHP content 
is reduced in aerobic cultures but not in illuminated, anaerobic 
cultures. 

A limitation should be mentioned here which applies to arguments 
in which the function of an enzyme is inferred from changes in its 
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concentration. Bacteria may contain large pools of non-functional en- 
zymes, in addition to small amounts which are bound in functioning 
sub-cellular structures (KamEN 1955). 

The yield of these hemoproteins in an iron-deficient culture does not 
depend simply on the amount of iron which is supplied. Thus the total 
hematin iron in R. rubrum was about 0.0010°/, of the dry weight in cells 
grown anaerobically, whether iron limited the growth or not. In cells 
grown aerobically the content of hematin iron was again about 0.0010°/, 
if iron was present in excess, but only 0.0003°/, if iron was limiting. In 
all of these cases the content of total intracellular iron was at least four 
times the content of hematin iron. Finally, a culture of R. rubrum, con- 
sisting of iron-deficient medium anda 1°/,inoculum from a mature photo- 
synthetic culture, failed to develop under gentle aeration in the dark. 


Summary 


Rhodospirillum rubrum and Rhodopseudomonas spheroides, grown 
under various degrees of illumination, aeration, and iron deprivation, 
have been assayed for their content of cytochrome c, RHP, catalase, 
total iron, bacteriochlorophyll, and carotenoids. 

Concentrations of bacteriochlorophyll and carotenoids were consistent 
with the findings of Conrn-BazirzE et al. (1957). 

Total iron content, which ranged from 0.017 to 0.04°/, of the dry 
weight, reflected the content of the principal hemoproteins but exceeded 
the amount of iron in these hemoproteins. 

The catalase content of R. rubrum, on a dry weight basis, was 0.0005°/, 
for cells grown anaerobically in the light, and 0.0028°/, for cells grown 
in darkness with vigorous aeration; that of Rps. spheroides was 0.006°/, 
and 0.25°/9, respectively. The catalase content in both species rose with 
increasingly vigorous aeration. 

Cytochrome c in both species, and RHP in R. rubrum, attained the 
same levels in cells grown under vigorous aeration as in cells grown 
anaerobically in the light. In cells grown under limited aeration the 
levels of these substances were about 50°/) higher. In Rps. spheroides 
the RHP content was greatest in cells grown anaerobically, falling under 
gentle aeration and declining further under more vigorous aeration. 

Tron deficiency caused a decrease in the catalase content of cells grown 
anaerobically in the light but not in cells grown aerobically. The content 
of cytochrome c and of RHP was diminished by iron depletion in aerobic 
cultures, but not in anaerobic cultures. 
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Die Bildung von Ektoenzymen durch holzzerstérende und 
holzbewohnende Pilze auf verschiedenen Nahrboden 


I. Mitteilung 
Pectin als C-Quelle 


Von 
Horst Lyr 


Mit 10 Textabbildungen 
(Hingegangen am 27. Februar 1959) 


Die Enzymsysteme von holzzerstérenden Pilzen sind in den ver- 
gangenen Jahrzehnten wiederholt untersucht worden [vgl. die Literatur- 
tibersicht bei GARREN (1938) und Boss (1939)]. Da die alteren Unter- 
suchungen meist nur qualitativer Art waren und oft nur stichprobenartig 
durchgefiihrt wurden, sind wir tiber die Bedingungen und das Ausmaf 
der Sekretion von Enzymen durch héhere Pilze nur sehr unvollkommen 
unterrichtet. Uber den Einflu8 der Ernahrungsweise, iiber den zeitlichen 
Verlauf der Ausscheidung und iiber artspezifische Unterschiede ist so gut 
wie nichts bekannt. Nur die Cellulasen, Laccasen und die Peroxydasen 
sind bei einigen Pilzarten eingehender bearbeitet worden (Literatur siehe 
bei NorKRANS 1957; FAHRABEUS u. Mitarb. 1958 sowie Lyr 1956). Viele 
typische Ektoenzyme — Pectinasen, Xylanasen, Amylasen u.a. — wur- 
den bisher vorwiegend oder ausschlieBlich bei niederen Pilzen untersucht, 
wobei der Schwerpunkt der Forschung in den letzten Jahren auf den 
biochemischen Eigenschaften lag. Die Pectinasen stehen dabei — ge- 
messen an der Zahl der Verdffentlichungen — im Mittelpunkt des 
Interesses, was mit der technischen Verwertbarkeit in manchen Industrie- 
zweigen im Zusammenhang stehen diirfte. Nur sehr wenige Arbeiten 
befassen sich mit physiologischen Fragen und erstrecken sich auf eine 
eréBere Zahl von Pilzarten. Da vielfach nur die Bildung eines einzigen 
Enzymes verfolgt wurde, ist es verstandlich, daB unsere Kenntnisse 
tiber die Fahigkeiten und Besonderheiten der Pilzarten sehr gering sind. 
Erschwerend wirkt sich ferner aus, daB es bisher keine standardisierten 
Bestimmungsverfahren fiir viele Enzyme gibt, wodurch die Ergebnisse 
der einzelnen Autoren in quantitativer Hinsicht nicht vergleichbar sind. 

Fir Phellinus igniarius und Collybia velutipes wurde der Versuch 
unternommen, den Komplex der beim Holzabbau auftretenden Enzyme 
zu erfassen [LYR u. ZIEGLER (1959)]. Um die dabei erzielten Ergebnisse 
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in quantitativer Hinsicht besser beurteilen zu kénnen, erwiesen sich 
weitere Untersuchungen als notwendig, die die maximale enzymatische 
Leistungsfahigkeit dieser und anderer Pilzarten unter verschiedenen 
Ernahrungsbedingungen erkennen lassen. Dariiber hinaus erschien es 
winschenswert, weitere Kenntnisse tiber art- und enzymspezifische 
Unterschiede der Enzymsekretion zu erlangen, um dadurch zu einem 
tieferen Verstandnis der physiologischen Higentiimlichkeiten der ein- 
zelnen Pilzarten zu kommen. Die vorliegende Arbeit und die folgenden 


Art Typ au a vitae Anmerkung 
Schizophyllum commune Fr. (W) | 72a | 1952 | von Rotbuche 
Collybia velutipes Curt. (W) 4b | 1953 | von Fichte 
Trametes versicolor (L.) Pil. (W) | 67a | 1953 | von Rotbuche 
Phellinus igniarius Quél. (W) | 43a | 1952 
Fomes marginatus Gillet (B) | 16a | 1950 | von Rotbuche 
Coniophora cerebella Alb. et Schw. (B) 5a ? Normstamm 
Merulius lacrymans Wulf. (B) | 3ta ? 
Glocophyllum saepiarium Karst. (B) | 22a | 1957 | von Abies 

concolor 

Trichoderma viride Pers. ex Fr. 1956 
Chaetomium globosum K. var. affine* 1957 


* Fur die Bestimmung dieser Art danke ich Herrn Prof. S6rqgxux (Institut fiir 
Pflanzenziichtung, Quedlinburg). 


Mitteilungen befassen sich daher mit vergleichenden Untersuchungen an 
10 Pilzarten, deren Bildung an Ektoenzymen auf verschiedenen Nahr- 
béden quantitativ verfolgt wurde. Variiert wurde nur die Kohlenstoff- 
Quelle, fiir die die typischen Enzymsubstrate Pectin, Cellulose, Xylan 
und Starke ausgewahlt wurden, die — abgesehen vom Lignin — zugleich 
die Hauptbestandteile des Holzes darstellen. Erganzende Versuche be- 
zogen sich auch auf Glucose. 

Da es als unerlaBlich angesehen wird, bei derartigen Untersuchungen 
den zeitlichen Verlauf der Enzymproduktion zu verfolgen, muBte aus 
arbeitstechnischen Griinden die Zahl der quantitativ zu bestimmenden 
Enzyme auf vier, namlich Pectinase, Cellulase, Amylase und Xylanase 
beschrankt werden!. 

Als Versuchspilze wurden acht Arten typischer Holzzerstérer sowie 
zwei Arten gewahlt, die héaufig auf totem Holz anzutreffen sind und 
verschiedentlich mit der sogenannten ,,Moderfaule“ in Verbindung 
gebracht werden. Bei den Holzzerstérern wurden sowohl Weiffaule-(W) 


1Unter diesen Bezeichnungen wird die Gesamtheit der Enzyme verstanden, die 
die gemessenen Veranderungen des Substrates zu bewirken vermag, wobei es 
kiinftigen Untersuchungen vorbehalten bleiben muB, die biochemischen Higenschaf- 
ten naher zu charakterisieren. 
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als auch Braunfauleerreger (B) beriicksichtigt, wobei unter ersteren 
Collybia velutipes und Schizophyllum commune eine etwas indifferente 
Stellung wegen der induzierbaren Laccasebildung einnehmen (LyRr 1958). 

Im einzelnen handelt es sich um umseitig aufgefiihrte Stamme, die 
unserer Stammkulturensammlung entnommen wurden und in morpholo- 
gischer Hinsicht als typische Vertreter ihrer Art angesehen werden kénnen. 
Trametes versicolor bildet bekanntlich reichlich Laccase (FAHRAEUS 1952), 
wahrend Ph. igniarius vorwiegend Peroxydase ausscheidet (LyR 1956). 
Die Bildung dieser Enzyme wurde in den vorliegenden Untersuchungen 
jedoch nicht quantitativ verfolgt. 

Die ausgewahlten Pilzarten sind in ihrer Okologie sehr unterschiedlich. 
Schizophyllum commune, Trametes versicolor und zum Teil auch C. 
velutipes konnen als saprophytische WeiBfaiuleerreger bezeichnet werden, 
die vorwiegend das unverkernte Holz besiedeln. Ph. igniarius und 
F. marginatus befallen lebende Baume, wobei Ph. igniarius ein aus- 
gepragter Kernholzzersetzer ist. M.lacrymans, C.cerebella und Gl. 
saepiarium sind in erster Linie als Zerstérer von verbautem Holz be- 
kannt, kommen aber auch an abgestorbenem Nadelholz im Freien vor. 
Besonders die letzte Art ist hiufig an Fichtenstubben zu finden. Wenn 
auch nicht zu erwarten ist, daB sich die dkologischen Besonderheiten in 
der Enzymbildung widerspiegeln, so ist doch ein Vergleich dieser ver- 
schiedenartigen Typen sehr interessant. 


Methodik 


Die Pilze wurden in 100 ml-Erlenmeyerkolben, die mit 25 ml Nahrlésung ver- 
sehen waren, bei 25°C in einem temperaturkonstanten Raum angezogen. Die Nahr- 
lésung hatte folgende Zusammensetzung, die im wesentlichen auch bei den tibrigen 
Versuchen, mit Ausnahme der C-Quelle, beibehalten wurde: 1,0°/, Pectin (Fa. 
Schuchardt, Miinchen); 0,1°/, Pepton; 0,1°/, KH,PO,; 0,1°/) K,HPO,; 0,1°/) CaCO, ; 
0,05°/, MgSO, - 7H,0; 0,2°/, Malzextrakt. CaCO, wurde nur in diesem Versuch zu- 
gesetzt, um eine starke Ansaiuerung zu verhindern. Der geringe Malzzusatz diente 
als Vitaminquelle sowie als Startnahrstoff, um ein Anwachsen der Pilze zu fordern, 
da viele Arten auxoheterotroph sind (vgl. Ktniwer u. ZoBERst 1953). 

Die Beimpfung erfolgte durch Impfstiicke. In entsprechenden Zeitabstanden 
wurden jeweils 5 Kolben von jeder Pilzart entnommen; das Mycel wurde durch 
Filtration durch Glasfritten von der Kulturlésung getrennt. Das Kulturfiltrat (KF) 
diente ohne weitere Reinigung als Enzymlésung. 

Die Ermittlung der Enzymaktivitaten erfolgte so wie bei Lyr u. ZIEGLER (1959) 
ausfiihrlicher beschrieben. Es sollen hier nur kurz die Reaktionsbedingungen an- 
gegeben werden. 

Pectinase und Cellulase wurden viscosimetrisch im Rheoviscosimeter nach 
HOppier bestimmt, wihrend bei Amylase und Xylanase die Zunahme des Re- 
duktionswertes colorimetrisch nach der Methode von SumMNER u. SomERS (1949) 
gemessen wurde. 

Pectinase: 10 ml einer 3°/,igen Pectinlésung (py 5,0) werden mit 10 ml Enzym- 
lésung bei 30°C 30 min inkubiert und danach die Abnahme der Viscositat bestimmt. 
100 Enzymeinheiten = die Aktivitat, die die Ausgangsviscositaét um 50°/, herabsetzt. 
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Cellulase: 18 ml einer 0,9%/,igen Lésung von Athylhydroxyathylcellulose 
(Modocoll) (py 4,9) werden mit 2 ml Enzymlosung bei 25°C 10 min inkubiert und 
danach die Viscosititsabnahme gemessen. 100 Enzymeinheiten = die Aktivitat, die 
eine 50°/,ige Verringerung der Ausgangsviscositat bewirkt. 

Amylase: Gleiche Volumina einer 0,65°/,igen Starkelésung (Amylum solubile 
in 0,01 m NaCl und 0,03 n Acetatpuffer px 5,0 gelést) und der Enzymlésung werden 
gemischt und 4 Std bei 30°C inkubiert. Danach wird der Reduktionswert von 
1 ml des Gemisches bestimmt, der in Glucose ausgedriickt als Ma fiir die 
Enzymaktivitat dient. 

Xylanase: Die Bestimmung erfolgte in Anlehnung an SorENsEN (1952). 3 ml 
Enzymldésung werden mit 6 ml Xylanlésung (0,5°/, Xylan in n/10 NaOH gelést und 
mit Essigsiure auf px 5,0 eingestellt) gemischt und 4 Std bei 30° inkubiert. Die 
Zunahme des Reduktionswertes gegeniiber der Kontrolle wird als Glucose aus- 
gedriickt und dient als MaB fiir die Enzymaktivitat. 

Als Kontrollen dienten in allen Fallen die gleichen Ansa&tze, jedoch mit hitze- 
inaktivierten Enzympraparaten. Die Kontrollwerte wurden ndétigenfalls abgezogen. 
Jede Bestimmung erfolgte zweifach. 

Zur Erganzung wurden noch die Bildung von Myceltrockensubstanz (TS), der 
pu-Wert sowie der Reduktionswert (RW) des Kulturfiltrates bestimmt. 

Soweit es méglich war, wurde in den Abb. 1—10 ein einheitlicher MaBstab bei- 
behalten, wodurch ein direkter Vergleich der Kurvenbilder méglich ist. In einigen 
Fallen muBte jedoch wegen der hohen Aktivitaéten der MaBstab geaindert werden. 


Pilzwachstum : 

Alle Pilzarten zeigten auf Pectin gutes Wachstum und erreichten 
relativ hohe Trockensubstanzwerte, die diejenigen auf Glucose und 
Cellulose wesentlich tibertrafen. Selbst Merulius lacrymans, der von allen 
Arten das unregelmaBigste Wachstum aufwies, bildete in diesem Versuch 
eine geschlossene Myceldecke. Das Maximum an Myceltrockensubstanz 
(TS) wurde zwischen 25 und 30 Tagen erreicht, danach war bei den 
meisten Arten ein leichter Riickgang infolge autolytischer Prozesse fest- 
stellbar. Die Versuchsdauer beriicksichtigt also den Gesamtwachstums- 
verlauf der Pilze und erméglicht Aufschliisse tiber die Enzymbildung wah- 
rendder einzelnen Wachstumsphasen. Die Maximalwerte der TS sind fiir die 
einzelnen Arten in Tab.1 zusammengestellt. Das héchste Mycelgewicht 
hatte Schizophyllum commune,das geringste Trichoderma viride ausgebildet. 

Der pu-Wert zeigt Schwankungen, die als artspezifisch anzusehen sind. 
Fast keine Ansauerung bewirken Schizophyllum commune und T'r. 
viride, gering ist der Abfall bei C. velutipes, Tr. versicolor und Ch. 
globosum, wahrend die typischen Braunfauleerreger eine sehr kraftige 
Ansiuerung hervorrufen, die bei OC. cerebella und F. marginatus mit 
px 2,3 den Maximalwert erreicht. Die Ursachen hierfiir kénnen nicht 
allein in einer starkeren Demethylierung des Pectins gesucht werden, da 
ahnliche Unterschiede auch auf anderen Nahrbéden auftreten. Da ein 
Teil der sauren Spaltprodukte sofort fiir die Pilzernahrung verbraucht 
wird, diirfte die zugesetzte Calciumcarbonatmenge ausreichen, um ein 
Absinken des py-Wertes infolge des Pectinabbaues zu verhindern. 
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Den Ursachen fiir die Ansiuerung wurde nicht weiter nachgegangen. 
Sie kénnten in einer héheren Saéureproduktion der Braunfauleerreger 
liegen, die bekanntlich Oxalsaure reichlich bilden. Die WeiBfauleerreger 
verfiigen anscheinend iiber ein Enzymsystem, das Oxalséure abbaut 
und dadurch eine Anreicherung verhindert. Es wurde von SHIMAZONO 
u. Hayatsut (1957) an C. velutipes eingehender studiert. Nach den Be- 
funden von GLADTKE u. BRUCKER (1957) an Phycomyces blakesleeanus 
muB allerdings auch mit einer selektiven Kationenaufnahme gerechnet 
werden. Inwieweit diese bei den Holzzerstérern eine Rolle spielt, bedarf 
noch einer Priifung. 

Durch die Spaltung des Pectins ist bei manchen Arten ein anfanglicher 
Anstieg der Reduktionswerte zu beobachten, der zum Teil, bedingt durch 
den zunehmenden Verbrauch an Spaltprodukten durch das heran- 
wachsende Mycel, wieder verschwindet. Bei Coniophora hingegen diirften 
die anhaltend hohen Werte durch die Bildung reduzierender Substanzen 
bedingt sein, da ahnliche Ergebnisse auch bei anderen Substraten erhalten 
wurden. Diese Erscheinung wurde schon wiederholt bei Pilzen beobachtet 
(Lyr 1956; Lyp u. ZIEGLER 1959). 


Enzymausscheidung 

Bei Untersuchungen in der Art wie die vorliegenden, lassen sich 
jeweils nur Enzymaktivitaten unter standardisierten Bedingungen be- 
stimmen, und es ist der Einwand berechtigt, daB méglicherweise Re- 
aktions- oder Stoffwechselprodukte die Aktivitit beeinflussen oder eine 
Verschiebung der py-Optima die Werte beeintrachtigen. Durch solche 
und andere Einfliisse, deren Wirksamkeit durch zahlreiche Untersuchun- 
gen bekannt ist, wird zweifellos die Aussagefahigkeit hinsichtlich der 
Enzymbildung etwas eingeschrinkt. Jedoch halte ich es nicht fiir be- 
denklich, mit einiger Vereinfachung die gemessenen Aktivitatswerte 
entsprechenden Enzymquantitaten gleichzusetzen. Die Kurvenbilder 
der Abb.1—10 zeigen durch den oftmals schroffen Aktivitatswechsel, 
da8 Bildung und Abbau stets gleichzeitig ablaufen und der Enzym- 
spiegel in der Kulturfliissigkeit durch das Zusammenwirken dieser beiden 
Vorginge bestimmt wird. Die Enzymbildung ist ein sehr empfindlicher 
Vorgang, der bekanntlich von zahlreichen Faktoren beeinflu8t wird. Die 
Zusammensetzung des Nahrmediums spielt bei der Enzymbildung eine 
wesentliche Rolle. So konnte Puarr (1947) nachweisen, daB die Pectinase- 
Bildung in spezifischer Weise durch Pectin, Pectinsaéure, Schleimsaure 
und lGalaktonsaure induziert wird. Einen deutlichen EinfluB des 
C:N-Verhiiltnisses des Nahrmediums fand AsHour (1954). 

Aufer den Nahrstoffen diirften aber auch die Sauerstoffversorgung, 
die Wachstumsphase und die allgemeine Stoffwechsellage des Organismus 
von Bedeutung sein, so daB es im Einzelfall nicht immer leicht ist, die 
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beobachteten Wirkungen auf bestimmte Faktoren zuriickzufiihren, 
zumal iiber die biochemischen Grundlagen der Enzymsynthese noch 
recht wenig bekannt ist. Hinzu kommt, daB Artunterschiede durch 
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Abb.2. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Trametes versicolor (Zeichen wie in Abb. 1) 


Besonderheiten einzelner Stémme verdeckt sein kbnnen. PROSKURIAKOY 
u. Ossipov (zit. nach PHarr) fanden, daB8 von zwei Stéammen von Asper- 
gillus oryzae der eine viermal aktiver als der andere unter gleichen Be- 
dingungen war. Wenn auch die Rassenunterschiede in den Gattungen 
Aspergillus und Penicilliwm bedeutender als bei den héheren Pilzen sein 
mdégen, so weisen doch die Untersuchungen von NorkKRaANS (1957) an 
Collybia velutipes und von FAHRAEUS u. Mitarb. (1958) an T'rametes 
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versicolor deutlich darauf hin, da8B auch bei den héheren Pilzen Unter- 
schiede in der Enzymbildung bei Stémmen der gleichen Art bestehen. 
Diese kritischen Bemerkungen sollen auf die Grenzen der Aussage- 
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Abb.3. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Phellinus igniarius (Zeichen wie in Abb. 1) 
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Abb. 4. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Collybia velutipes (Zeichen wie in Abb. 1) 


fahigkeit hinweisen. Sie lassen es ratsam erscheinen, bei Verallgemeinerun- 
gen die notwendige Vorsicht walten zu lassen, solange nur eine relativ kleine 
Zahl von Pilzarten und Stémmen eingehender bearbeitet ist. 

Bei den vorliegenden Untersuchungen war es aus arbeitstechnischen 
Griinden nicht méglich, von jeder Art mehrere Staémme zu verwenden, so 
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da8B unter Umstainden vorhandene Anomalien des einen oder anderen 
Stammes nicht ausgemerzt werden kénnen. Es wurden jedoch fir die 
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Abb.5. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Fomes marginatus (Zeichen wie in Abb.1) 
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Abb.6. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Coniophora cerebella (Zeichen wie in Abb.1) 


Untersuchungen solche Stémme ausgewahlt, die hinsichtlich des Wachs- 
tums, der Mycelbeschaffenheit und sonstiger Eigenschaften als typisch 
fiir ihre Art gelten kénnen. 
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Bei Betrachtung der Kurvenbilder wird deutlich, daf ein Vergleich 
der Enzymbildung nur unter Beriicksichtigung des Zeitfaktors méglich 
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Abb.7. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Merulius lacrymans (Zeichen wie in Abb.1) 
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Abb. 8. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Gloeophyllum saepiarium (Zeichen wie in Abb. 1) 


ist. Die Aktivitaétsmaxima der einzelnen Arten liegen zeitlich so verschie- 
den, daB eine einmalige, stichprobenartige Auswertung unbedingt zu 


Fehlschliissen fiihren mu8. Eine solche ist auch bei Untersuchungen an 
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einem Pilzstamm nicht zulassig, da Wachstum und Entwicklung bei 
verschiedenen Arten, aber auch bei der gleichen Art auf verschiedenen 
Nahrmedien, unterschiedlich rasch ablaufen. 

Aus diesem Grunde ist es sinnvoller, das absolute ZeitmaB durch das 
individuelle ZeitmaB zu ersetzen, das es eher ermdglicht, vergleichbare 
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Abb.9. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Trichoderma viride (Zeichen wie in Abb.1) 
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Abb.10. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Chaetomium globosum var. affine (Zeichen wie in 
Abb.1) 


Werte zu ermitteln. Als charakteristischer und leicht erfaBbarer Punkt 
bietet sich der Zeitpunkt des Erreichens des maximalen Mycelgewichtes 
an, der physiologisch einen wesentlichen Hinschnitt bedeutet, was u.a. 
an der Enzymbildung zu erkennen ist. Wahrscheinlich haben auch die 
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vorangehenden Wachstumsphasen ihre physiologischen Besonderheiten, 
jedoch sind wir hieriiber sehr wenig orientiert. Bei der quantitativen Aus- 
wertung der Ergebnisse (siehe Tab. 1) sind daher nur die Aktivitaten bis 
zum KErreichen des maximalen Mycelgewichtes berticksichtigt, um 
physiologisch vergleichbare Werte zu erhalten. Da fiir manche Frage- 
stellungen die Gesamtaktivitit der Enzyme wichtiger als ihre Maximal- 
aktivitét ist, wurde erstere durch Ausmessung der von den Aktivitats- 
kurven eingeschlossenen Flachen ermittelt. Die gefundenen Relativwerte 
sind in Tab.1 zusammengestellt, wodurch ein Vergleich der einzelnen 
Arten und auch der Ergebnisse verschiedener Versuchsserien wesentlich 
erleichtert wird. Dariiber hinaus ist noch eine Umrechnung auf ein 
einheitliches Mycelgewicht von 100 mg vorgenommen worden (spezifische 
Aktivitat). 

Es ist bemerkenswert, daB alle Pilze neben Pectinase auch andere 
Enzyme — zum Teil in beachtlicher Menge — ausscheiden. Da das kauf- 
liche Pectin keine reine Substanz ist, kénnte man’ geneigt sein, die 
Enzymausscheidung auf eine Induktion durch Beimengungen von Xylan 
oder Starkeabbauprodukten zuriickzufiihren. Wenn auch eine solche 
(z. B. bei der Xylanase) nicht auszuschlieBen ist, so diirfte es sich hier eher 
um eine nicht induzierte Enzymbildung handeln, da die gleiche Erschei- 
nung auch auf anderen, reineren Substraten zu beobachten ist. 


Pectinase: Vergleicht man die einzelnen Kurven, so ist in ihrem 
Verlauf — abgesehen von quantitativen Unterschieden — eine deutliche 
Ahnlichkeit festzustellen. Nach einem anfinglich langsamen Anstieg 
weist die Aktivitaét ein ausgeprigtes Maximum auf, das bei den WeiBfaule- 
erregern und den Schimmelpilzen mit Erreichen des maximalen Trocken- 
gewichtes auftritt, wahrend es bei den Braunfiuleerregern und C. veluti- 
pes 5—6 Tage vor diesem Zeitpunkt liegt. Es ist méglich, daB die 
Geschwindigkeit der Substratspaltung auf die Lage des Maximums von 
HinfluB ist, da die Braunfauleerreger und C. velutipes eine hohere Gesamt- 
aktivitat als die WeiBfauleerreger und Schimmelpilze besitzen, wenn auch 
die Unterschiede zwischen C. velutipes und M. lacrymans nicht sehr groB 
sind. Mit einer Verlangsamung der Zellsubstanz-Synthese bzw. beim Uber- 
wiegen des Abbaus geht die Pectinase-Produktion stark zuriick. Dieser 
Riickgang ist wesentlich ausgepragter als bei den anderen Enzymen. Die 
einzelnen Pilzarten unterscheiden sich betrachtlich in quantitativer Hin- 
sicht in der Fahigkeit zur Pectinasebildung. Die Braunfauleerreger iiber- 
treffen alle anderen Pilze bei weitem. 


Nur M.lacrymans macht eine Ausnahme, der eine unerwartet geringe enzymatische 
Aktivitat aufweist. Moglicherweise handelt es sich um eine Eigentiimlichkeit des 
verwendeten Stammes. Jedoch ist es auch denkbar, daB eine ernahrungsphysiolo- 
gisch bedingte Hemmung vorliegt. M. lacrymans ist offenbar besonders anspruchs- 
voll und war auf einigen Nahrbéden tiberhaupt nicht zum Auswachsen zu bringen, 
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so daB die Méglichkeit besteht, daB er unter den vorliegenden Bedingungen seine 
Fahigkeiten nicht voll entfalten konnte. Eine Entscheidung hieritiber kénnen nur 
weitere Versuche erbringen. 


Die gréBte Maximal- und Gesamtaktivitaét hat C. cerebella, die z.B. 
C.velutipes um das 60fache und Ch. globosum um das 800 fache tibertrifft. 
Zweifellos handelt es sich bei solchen Unterschieden um artspezifische 
Merkmale. Eine sehr hohe Enzymproduktion haben auch F’. marginatus 
und GI. saepiariwm, die ebenfalls als starke Holzzerstorer bekannt sind. 

Sch. commune und Ch. globosum sind andererseits durch eine sehr 
geringe Enzymbildung charakterisiert, was nicht nur fiir Pectinase gilt. 

Xylanase: Auch die Ausscheidung dieses Enzyms verlauft eindeutig 
enzymspezifisch. Nach etwa 12 Tagen ist bei allen Pilzen ein deutliches 
Maximum erkennbar und eine darauf folgende langsame Abnahme der 
Aktivitat, die sich bei eintretender Autolyse etwas verstarkt. Etwas ab- 
weichend verhalten sich nur Sch. commune und T'r. versicolor. 

Es ist méglich, daB der rasche Anstieg der Aktivitaét durch kleinere 
Mengen an Xylan oder dessen Abbauprodukte, die in dem Pectinpraparat 
vermutlich vorhanden sind, induziert wurde. Die Xylanase-Aktivitaten 
sind in diesem Versuche allgemein sehr hoch und iibertreffen diejenigen, 
die auf anderen Substraten gemessen wurden, zum Teil erheblich. 

Die quantitativen Unterschiede zwischen den Pilzarten sind nicht sehr 
groB, jedoch sind auch hier die typischen Holzzerstorer den anderen 
Arten tiberlegen. 


Amylase: Die Amylasebildung verlauft bei allen Pilzen sehr gleich- 
artig. Die Aktivitat steigt mit zunehmendem Mycelwachstum kontinuier- 
lich an und erreicht bei maximalem Mycelgewicht die héchsten Werte. 
Der darauf folgende Abfall ist weniger ausgepragt als bei der Pectinase. 

Durch eine sehr hohe Maximal- und Gesamtaktivitat fallt Trichoderma 
viride auf; aber auch die typischen Holzzerstérer scheiden ziemlich viel 
Amylase aus, deren Bildung offensichtlich auch ohne besondere Induktion 
durch das Substrat bei den Pilzen sehr verbreitet ist. Das steht in Uber- 
einstimmung mit den Befunden von MAaNDELS u. REESE (1957), die bei 
Tr. viride auf allen Substraten, die ein Wachstum zulieBen, eine Amylase- 
Ausscheidung fanden. 


Cellulase: Dieses Enzym ist bei dieser Nahrbodenzusammensetzung 
nur bei wenigen Arten nachweisbar. Mit Ausnahme von M. lacrymans 
sind es nur die Braunfiuleerreger, die eine Enzymbildung erkennen 
lassen. Hine beachtliche Aktivitat erreicht jedoch nur Ff. marginatus, der 
sich auf allen Substraten durch eine reichliche Cellulase-Bildung aus- 
zeichnet. Auffallig ist das friihe Maximum, das mit dem Ende der 
linearen TS-Zunahme zusammenfallt. Offenbar wird bei zunehmender 
Konkurrenz um die HiweifSbausteine in der Zelle die Synthese ein- 


Bildung von Ektoenzymen durch Pilze auf verschiedenen Nahrbéden. I 279 


geschrankt, die sich erst nach Hintritt der Autolyse, d.h. beim Abbau 
anderer Zellbestandteile wieder verstarken kann. Eine Induktion durch 
das Substrat ist hier ausgeschlossen. 


Diskussion 

Da noch nicht alle Ergebnisse der Versuchsserien vorliegen, muB sich 
die Diskussion zunachst auf einige grundsatzliche Probleme sowie einige 
Einzelfragen beschranken, waihrend andere wichtige Fragen erst in der 
abschlieBenden Betrachtung im Zusammenhang mit den tbrigen Er- 
gebnissen erdrtert werden kénnen. 

Obwohl die untersuchten Pilzarten sehr verschiedene dkologische und 
taxonomische Typen reprasentieren, ist der Verlauf der Enzymbildung, 
wenn man von der Cellulase absieht, in diesem Versuch sehr einheitlich. 
Die Aktivitatskurven weisen — abgesehen von quantitativen Unterschie- 
den — einen enzymspezifischen Charakter auf. Das wird besonders 
deutlich, wenn man die entsprechenden Kurven in einer Zeichnung 
zusammenfaSt. Es legt den SchluB nahe, daB die Steuerung der Enzym- 
bildung bei allen Arten in der gleichen Weise erfolgt und gleichen 
GesetzmaBigkeiten unterworfen ist. Dabei bestehen zwischen Asco- und 
Basidiomyceten offenbar keine grundsatzlichen Unterschiede. 

Die artspezifischen Besonderheiten sind bei den hier untersuchten 
Enzymen nur quantitativer Natur (im Falle der Laccase, Peroxydase u.a. 
jedoch auch qualitativer Art). 

Ein so ahnlicher Verlauf der Enzymbildung, d.h. eine so gleichartige 
Reaktion der Pilze auf den Komplex der Milieufaktoren ist nur zu er- 
warten, wenn die Pilze sich in einer annéhernd gleichen Stoffwechsel- 
situation befinden. Das ist hier offenbar der Fall. Ein Vergleich mehrerer 
Pilzarten und gegebenenfalls auch schon mehrerer Pilzstimme wird 
dadurch erschwert, daB es selten méglich ist, fiir alle Arten gleichwertige 
physiologische Voraussetzungen zu schaffen. Wachstumshemmungen 
werden sich zuerst in quantitativer Hinsicht auswirken, wie es in diesen 
Versuchen méglicherweise bei M. lacrymans der Fall ist. Es kann aber 
auch der Verlauf der Enzymbildung beeinfluBt werden, so da nicht auf 
allen Nahrbéden so einheitliche Ergebnisse erzielt werden miissen. 

Wenn auch ein quantitativer Vergleich der Enzymbildung durch die 
bereits erwahnten Schwierigkeiten in seiner Aussagefahigkeit etwas ein- 
geschrankt wird, kann er doch manche wertvolle Erkenntnisse ver- 
mitteln. 

Hierbei hangt es sehr von der jeweiligen Problemstellung ab, welche 
Werte man fiir wesentlich halt. Fiir die Herstellung von Enzymprapara- 
ten interessiert vor allem die Maximalaktivitaét, die im allgemeinen die 
héchste Ausbeute fiir das betreffende Enzym bei einer Reindarstellung 
verspricht. Sie gibt dagegen keinen AufschluB iiber die Leistungsfahigkeit 
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des Pilzes beim Substratabbau, da es sich z. B. um einen einmaligen und 
kurzfristigen EnzymausstoB handeln kénnte, der nur einen voriibergehen- 
den und daher unvollkommenen SubstrataufschluB erméglicht. Daher ist 
die Zeit von Bedeutung, wahrend der ein bestimmter Enzymspiegel 
aufrecht erhalten wird. Das wird durch die Gesamtaktivitat beriicksich- 
tigt, die hier bis zum Erreichen des maximalen Mycelgewichtes durch 
einen Flachenvergleich ermittelt wurde. Da die einzelnen Pilzarten eine 
sehr unterschiedliche Mycelmasse bilden, muB diese beriicksichtigt 
werden, wenn man die physiologische Leistungsfahigkeit der einzelnen 
Pilze vergleichen will. Die Relativwerte der Gesamtaktivitat wurden 
daher auf 100 mg Mycel-TS umgerechnet und als ,,spezifische Aktivitat“ 


bezeichnet. Sie ist besonders geeignet, art- oder stammesspezifische . 
Unterschiede hervortreten zu lassen. Kin Vergleich ist natirlich nur im _ 


Rahmen der Werte eines Enzyms méglich, da die Zahlen fiir die Enzyme 
uber willktrlich festgelegte Aktivitatswerte ermittelt wurden und nichts 
tiber die absoluten Enzymmengen aussagen. 


Aus der Zusammenstellung in Tab.1 geht eindeutig die Dibslogonhate 


der Braunfauleerreger in der Gesamtaktivitat hervor, was nicht ver- 
wunderlich ist, da diese Arten als sehr intensive Holzzerstérer bekannt 
sind. Sie haben offenbar in besonderem Mafe die Fahigkeit zur Enzym- 
bildung und kénnen diese unter dem induktiven EinfluB des Substrates 
betrachtlich steigern, wie es hier am Beispiel der Pectinase sehr deutlich 
ist. Bei den tibrigen Enzymen ist ihre Uberlegenheit nicht so ausgeprigt, 
aber immerhin nachweisbar, besonders wenn man die spezifische Aktivitat 
betrachtet. Bei dieser BezugsgréBe treten die Unterschiede besonders 
hervor. Das zeigt, daB die Braunfaiuleerreger eine Enzymsynthese auf 
Kosten der Mycelbildung vornehmen, wodurch ihre groBe Zerstérungs- 
intensitat selbst bei geringer Mycelentwicklung erklart wird. Andere 
Arten, wie Sch. commune, bevorzugen dagegen die Mycelbildung und 
beschranken die Bildung von Ektoenzymen auf ein Mindestmaf. Man 
mu natiirlich beriicksichtigen, daB die Erérterungen sich nur auf-die 
hier untersuchten Enzyme erstrecken kénnen und keine Aussagen fiir 
die Gesamtheit der Ektoenzyme méglich sind. So diirften sich z.B. die 
Unterschiede der WeiBfiuleerreger gegeniiber den Schimmelpilzen 
wesentlich verstarken, wenn man die Bildung an Oxydasen und anderen 
fiir den Holzabbau wichtigen Enzymen noch beriicksichtigen wiirde. 
Vergleicht man die Ausscheidung von Ektoenzymen mit dem jeweiligen 
Mycelgewicht der Pilze, so ist zu erkennen, da8 eine groBe Enzymbildung 
nicht einem hohen Mycelgewicht entspricht, sondern da8 das Mycel- 
gewicht meist um so geringer ist, je stiirker die Enzymbildung ist. Das 
ist verstandlich, wenn man der Grundhypothese von MaNDELSTAM folgt 
und annimmt, daB Proteine und Enzyme aus einem gemeinsamen Pool 
heraus gebildet werden (siehe Horrmann-Ostennor 1954). Da im 
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physiologischen Bereich die EiweiBsynthese offenbar nicht im UberschuB 
moglich ist, muB es zu einer gewissen Konkurrenz zwischen verschiedenen 
synthetischen Systemen kommen (SPIEGELMANN 1950). Die intensiven 
Holzzerstorer sind offenbar dadurch ausgezeichnet, daB das synthetische 
Gleichgewicht etwas zugunsten der Ektoenzyme verschoben ist. 


Zusammenfassung 


1. Acht Arten holzzerst6render Basidiomyceten verschiedener physio- 
logischer und 6kologischer Typen sowie die holzbewohnenden Pilze 
Trichoderma viride und Chaetomium globosum wurden auf die Fahigkeit 
zur Bildung von Ektoenzymen untersucht. 

2. Enzymbildung, Mycelwachstum, py-Wert und Reduktionswert des 
Kulturfiltrats wurden wahrend eines Zeitraumes von 35 Tagen quantita- 
tiv bestimmt. Aus den erhaltenen Werten lieBen sich fiir jeden Pilz die 
Maximal- und Gesamtaktivitét der Enzyme sowie ihre spezifische Ak- 
tivitat ermitteln. 

3. Bei einem Wachstum mit Pectin als C- Quelle waren bei allen Arten 
Pectinase, Xylanase und Amylase, bei einigen Braunfauleerregern auch 
Cellulase im Kulturfiltrat nachweisbar. Eine Enzymausscheidung ohne 
induktiven EinfluB eines spezifischen Substrates ist demnach bei holz- 
bewohnenden Pilzen weit verbreitet. 

4. Die einzelnen Pilzarten lieBen Unterschiede in der Fahigkeit zur 
Enzymbildung erkennen, die im Falle der Pectinase besonders deutlich 
waren. Hier tibertrafen die Braunfauleerreger die anderen Arten bei 
weitem, wihrend ihre Uberlegenheit in der Bildung anderer Enzyme nicht 
so ausgepragt war. 

5. Ektoenzymbildung und Mycelbildung entsprachen einander nicht, 
sondern standen eher in einem antagonistischen Verhaltnis. 

6. Der Verlauf der Enzymbildung zeigte unabhangig von der Pilzart 
einen eindeutig enzymspezifischen Charakter, was auf einen identischen 
Steuerungsmechanismus der Enzymsynthese schlieBen labt. 


Fraulein Sonsa K6uwer danke ich fiir die iiberaus eifrige und zuverlassige Hilfe 
bei der Auswertung der Versuche, Frau Cu. Sconce fiir die Betreuung der Pilz- 
kulturen. 
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Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Leipzig 


Zur Kenntnis von Cephalosporium gordoni 
nov. spec. = Allescheria boydii Shear, 1922; Stamm 1699 
(Dr. A. Cury) 


I. Mitteilung 


Die systematische Stellung und das Farbstoffbildungsvermigen 
des Pilzes 


Von 
DIETRICH MUCKE und RENATE OBENAUS 


Mit 11 Textabbildungen 
(Eingegangen am 21. Februar 1959) 


Unsere Kenntnisse tiber den biotinheterotrophen Fadenpilz Allescheria 
boyd Shear, 1922; Stamm 1/699 (Dr. A. Cury) — im folgenden ab- 
gektirzt: All.b. 1699 — sind in letzter Zeit erheblich. vermehrt worden 
(Curny 1951; Gorpon 1957; Micke 1955; OpENnaus 1958; VILLELA u. 
Cury 1950a). Der Pilz ist nicht allein wegen seiner Biotinbediirftigkeit 
von Interesse. Er gehért zu den wichtigen huminsaurebildenden Boden- 
pilzen, erzeugt einen antibiotisch wirksamen Stoff und verfiigt tiber eine 
hohe Adaptationsfahigkeit in seinem Stoffwechsel. 

All.b. 1699 befindet sich seit 1951 bei uns in Kultur; wir erhielten den mit dem 
Stamm A 376 (Dr. M. A. Gorpon) identischen Stamm 1699 von Prof. Dr. A. Cury 
(Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro). 

Angeregt durch die Arbeit von ViLLELA u. Cury (1950b) haben wir 
das Farbstoffbildungsvermégen des Pilzes naiher untersucht. Da die 
Zugehorigkeit des Stammes 1699 zur Species All. b. Shear, 1922, seit 
einiger Zeit fraglich geworden ist, haben wir den Pigmentuntersuchungen 
eine spezielle morphologische und physiologische Charakteristik des 
Testpilzes vorangestellt. 


I. Morphologische und physiologische Besonderheiten yon 
Allescheria boydii Shear, 1922; Stamm 1/699 (Dr. A. Cury) 
Der von Gorpon der Gattung Cephalosporium zugeordnete Pilz wurde 
in der Literatur bisher als Allescheria boydii Shear, 1922; Stamm 1699 
(Dr. A. Cury) = Stamm 4 376 (Dr. M. A. Gorpon) beschrieben. 


Die Herkunft des Stammes 7699 ist nicht sicher bekannt. Die Geschichte des 
Artnamens geht auf SHwar zuriick, der 1922 in einem von Boyd u. CRUTCHFIELD 
1921 aus einem Mycetom isolierten Pilz eine neue Art erkannte. Allescheria boydii 
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Shear, 1922, gehért zur Familie Perisporiaceae (Reihe: Perisporiales) und ist ein 
Vertreter der ascolocularen Ascomyceten. Wie Emmons 1944 zeigte, ist Allescheria 
boydii Shear, 1922, die Ascocarp-Form eines als Monosporium apiospermum be- 
schriebenen Pilzes der Fungi imperfectt. 

Seit einigen Jahren ist bekannt, da der Stamm All.b. 1699 (Dr. A. Cury) bzw. 
All.b. A 376 (Dr. M. A. Gorpoy) in verschiedener Hinsicht von den Artmerkmalen 
des von SHEAR benannten Pilzes abweicht (Cury 1951; Gorpon 1957; MtcKke 
1955; VinuELa u. Cury 1950 b). So ist All.b. 1699 im Gegensatz zu anderen Stam- 
men der gleichen Species biotinheterotroph und daher besonders nach physiologi- 
scher Seite. intensiv er- 
forscht worden. VILLELA 
u. Cury, die den Stamm 
in die Mikrobialanalytik 
einfiihrten, stellten seinen 
Biotinbedarf und seine 
Fahigkeit zur Synthese 
eines roten Mycelpigmen- 
tes sowie eines gelben 
Filtratfarbstoffes fest. Der 
Stoffwechsel des Pilzes 
, ae, wurde eingehend von 
wrt © ‘ ea Fa ont Micke untersucht. Gor- 
‘Abb.1, Allescheria boydii 1699. Beginnende Farbstoffeinlagerung © DON widmete den einzel- 


im Mycel am 6. Kulturtag. Vergr. 20 x 6,3, Belichtungszeit 45 sec, nen Stammen von All.b. 
aufgenommen mit Exakta-Varex 


ernahrungsphysiologische 
und morphologische Stu- 
dien und sah sich auf Grund eigener Befunde und der Angaben friiherer Autoren 
veranlaBt, All.b. 1699 von der Gattung Allescheria zu distanzieren. 


Wir kénnen Gorpons Ergebnisse bestiitigen und haben ferner gefun- 
den, daB dem Stamm 1699 die bei Allescheria boydii Shear 1922 nach- 
gewiesene Pathogenitit fehlt (MicKn) und aufer der Farbstoffbildung 
nach einer gewissen Kulturdauer eine intensive Huminsaurebildung 
auftritt. 

Entsprechend unseren heutigen Kenntnissen kann der Pilz in folgender 
Weise charakterisiert werden: Im vollsynthetischen Nahrmedium (s.u.) 
geziichtet bilden Conidiosporen von All.b. 1699 innerhalb von 24 Std ein 
makroskopisch sichtbares, im Nahrsubstrat schwimmendes, farbloses 
Mycel, das nach 24 Std zu gréferen Flocken angewachsen ist. Nach 
72 Std ist bereits ein Oberflichenmycel ausgebildet, das infolge inter- 
mycelialer Luftriume wei erscheint und am 5.Wachstumstag geschlos- 
sen ist. Am gleichen Tag farbt sich die Mycelunterseite réotlich, und in 
die Kulturfliissigkeit diffundiert ein gelber Farbstoff. 

Das mikroskopische Bild (Abb.1) zeigt 1,5—5,5 uw breite Hyphen, die 
stellenweise kugelig angeschwollen sind. Stets sind neben schlanken (bis 
3,5 u breiten) Hyphen auch auffallig starke vorhanden. Die Zellwande 
geben Chitinreaktion (Violettfarbung von Chitosan mit Jod und 
Schwefelsaure nach Chitosanbildung mittels Alkalischmelze (in: Hoppx- 
SEYLER/THIERFELDER). Die Cellulosereaktion mit Chlor-Zink-Jod ist 
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negativ. Zellquerwande sind vorhanden, doch duBerst selten. Manchmal 
sind die Hyphenenden durch eine Querwand abgetrennt, die Hyphen- 
verzweigungen gehen in der Regel querwandlos ab. Die Conidien werden 
einzeln an der Spitze aufrechter Seitenaste (Conidientrager) abgeschniirt, 
bleiben aber durch eine Schleimmasse mit den nachfolgenden vereint, so 
daB ein typisches Conidienképfchen entsteht (Abb.2). Dieses Merkmal 
ist fiir die Gattung Cephalosporium charakteristisch. Die Conidien sind 
2,5—3 wu breit und 5—10 u lang. Solange sie noch in der Schleimmasse 


et 


é 


estima eee cera 


Abb.2. a All.b. 1699, Beginnende Conidienbildung, Vergr. etwa 2000. Original; b All.b. 1699. 
Conidienképfchen im fertigen Zustand. Vergr. etwa 2000 x. Original 


eingeschlossen sind, haben sie eine durchschnittliche GroBe von 2,5 5,4. 
Die Conidienképfchen haben einen Durchmesser von 8—20 (meist 
10—12) w. Die Conidientrager sind apical nicht képfchenartig erweitert, 
10—80 yu (durchschnittlich 15—45 yu) lang, etwa 2,2—2,5 dick und 
haufig einfach verzweigt. In alteren (> 5 Tage Kulturdauer) Zellen 
lassen sich mit Sudan III Fetttroépfchen in reichem Ma8e nachweisen. 

Mit Beginn der zweiten Woche der Kulturdauer entstehen an der 
Mycelunterseite haufig lokal begrenzte grau-braune Flecken, die sich 
nach 14tagiger Kultur iiber die ganze Mycelunterseite ausgebreitet 
haben. Gleichzeitig verschwindet die ehemals an den bezeichneten Stellen 
sehr intensive rote Farbe. Wie an Hand mikroanalytischer Daten, den 
UV-Absorptionskurven und den Léslichkeitsverhaltnissen des isolierten 
erau-braunen Stoffes gezeigt werden konnte, handelt es sich dabei um 
die Synthese von Grauhuminsaiure (GHS). Hiertiber soll an anderer 
Stelle berichtet werden. 

2 Wochen alte Kulturen von All.b. 1699 (und altere) zeigen oft gelb- 
braune, knorpelig-harte erhabene Gebilde von 0,5—1,5 cm @ auf der 
Mycelunterseite. Sie sind stets konzentrisch (von auBen nach innen) von 
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Mycelfarbstoff und GHS umgeben und verleihen dem Pilz ein nekrotisch 
verdindertes Aussehen. Wahrscheinlich handelt es sich bei den das Mycel 
’hnlich der Huminsaéure impragnierenden Stoffen um Abbauprodukte 
der GHS bzw. um ihr chemisch verwandte Stoffe. Die Hyphen sterben 
an solchen Stellen ab, wohl infolge von Diffusionsschwierigkeiten, ahn- 
lich dem Vorgang des Verholzens bei der Lignineinlagerung in die Zellen 
hoherer Pflanzen. 

Perithecien und Ascosporen konnten in keinem der untersuchten 
Praparate nachgewiesen werden. Die Conidien sind nur an Lebend- 
praparaten (z.B. auf Agar wachsendes Mycel) zu beobachten, da sie in 
einem Fixierungsgemisch sofort abfallen. 

Zur Gattung Cephalosporiwm gehéren mehrere pigmentierte Bodenpilze, 3 von 
ihnen (C.acremoniwm Corda, C'.humicola Oudemans und C.rosewm Oudemans) bilden 
einen roten Mycelfarbstoff. Im Gegensatz zu C.rosewm sind bei der beschriebenen 
Cephalosporium-Art die Conidien farblos; die Conidientrager von C.humicola sind 
langer (100—200 jx) als die der beschriebenen Art. Die nachste Verwandtschaft von 
All.b. 1699 besteht zu C.acremoniwm Corda, doch haben die Conidien dieses Pilzes 
eine geringere GréBe (1—1,5 w X 3—4 ) und die bis 5,5 w auffallend breiten Hyphen 
fehlen. 

Von Allescheria boydii Shear, 1922 weicht der Stamm 1699 in folgenden 
Merkmalen ab: 1. All.b. 1699 bildet keine Perithecien (GoRDON 1957). 
2. Die Conidienform von All.b. 1699 entspricht nicht der von Mono- 
sporium apiospermum sondern der von Cephalosporium (GORDON 1957). 
3. All.b. 1699 ist biotinbediirftig (CURY 1951; Gordon 1957; MtcKks 
1955; VILLELA u. Cury 1950a). 4. All.b. 1699 erwies sich im Tierversuch 
als nicht pathogen (Micke 1955). 5. All.b. 1699 bildet ein rotes Mycel- 
pigment und einen gelben Filtratfarbstoff (VILLELA u. Cury 1950a). 
6. All.b. 1699 vermag nach einer gewissen Kulturdauer Huminsaure zu 
synthetisieren. 

Da sich der Pilz mit keiner der bisher bekannten Arten von Cephalo- 
sporium identifizieren lieB! und fiir ihn eine genaue morphologische und 
physiologische Charakteristik vorliegt, méchten wir Allescheria boydii 
Shear, 1922, Stamm 1/699 (Dr. A. Cury) = Stamm A 376 (Dr. M. A. 
Gorpon) kiinftig Cephalosporiwm gordoni nennen, da GORDON als erster 
den Pilz der richtigen Gattung im System zuordnete. 


II. Die optimalen Bedingungen der Farbstoffsynthese 


Das Farbstoffbildungsvermégen von All.b. 1699 wird in der Literatur 
mehrfach erwaihnt (u.a. GoRDoN 1957; Mtoxn 1955; VILLELA u. CuRY 
1950b). VirtELA u. Cury beschreiben eine Methode zum Isolieren des 


1 Die Bestimmung erfolgte nach L. RaBnNHORSTs Kryptogamenflora. Bd. I: 
Die Pilze Deutschlands, Osterreichs und der Schweiz, Abt. 1—10. — Abt. 10 bearb. 
von H. Scutnz, Leipzig; Verlag Kummer, 1884—1920. 


Zur Kenntnis von Cephalosporium gordoni nov. spec. I 287 


Mycelpigmentes sowie sein UV-Spektrum und einige chemische Reak- 
tionen, die sie mit dem Mycel- und Filtratfarbstoff durchfiihrten. Micxe 
gibt in seiner Arbeit tiber den Stoffwechsel von All.b. 1699 an ver- 
schiedenen Stellen Hinweise auf die Pigmentbildung. Aus den Angaben 
der genannten Autoren geht hervor, daB die Bildung der Pigmente fiir 
den Pilz zwar typisch ist, jedoch nicht unter allen Umstanden auftritt. 
Von besonderer Bedeutung ist hierbei der py-Wert; VinLELa u. CurY 
geben py 4 und 6,8 als Grenzen der Farbstoffbildung an. 


Wir haben die Bedingungen der intramycelialen Pigmentsynthese 
untersucht, um den Farbstoff in guter Ausbeute isolieren zu kénnen. Im 
Verlaufe dieser Untersuchungen konnten wir die chemische Struktur des 
Mycelpigmentes weitgehend aufklaren. Da es sich um keinen der bisher 
bekannten Pilzfarbstoffe handelt, schlagen wir fiir diesen Farbstoff den 
Namen Rubacin vor. Nach den analytischen Daten des isolierten 
kristallinen Farbstoffes handelt es sich um ein tricyclisches Polyhydroxy- 
methoxychinon von der Summenformel C,, H,, Oy. 


A. Methodik 


Die Methode der Versuche entspricht im wesentlichen den bei Micxn 
beschriebenen Verfahren. 


a) KulturgefaBe: 25, 50 oder 100 ml-Erlenmeyerkélbchen (EK), mit passen- 
den Glaskappen verschlossen, oder Petrischalen (9cm @); 1 Std im Trocken- 
sterilisator bei 250°C entkeimt. 


b) Nahrlésung: Die Nahrlésung (NL) enthalt auBer Glucose, Asparagin und 
Biotin nur anorganische Salze und hat folgende Zusammensetzung: Glucose 
(Merck) 30 g; u(+)-Asparagin (Merck) 2g; MgSO,-7H,O 0,5 g; KH,PO, 1,5 g; 
Spurenelementlésung (s.u.) 1,0 ml; Biotinlésung (s.u.) 2,0 ml; Aq. bidest. ad 
1000,0 ml. 

Spurenelementlésung: H,BO, 1 ml einer 282,0 mg-°/,igen Lsg.; CuSO,-5H,O 
1 ml einer 816,0 mg-°/,igen Lsg.; MnSO,-4H,0 1 ml einer 405,5 mg-°/,igen Lsg.; 
Fe SO,:7H,O i ml einer 497,0 mg-°/,igen Lsg.; (NH,),Mo,0,,:4H,O 1 ml einer 
183,5 mg-°/,igen Lsg.; ZnSO,-7H,O 1 ml einer 3,9 °/,igen Lsg.; Aq. bidest. 
ad 100,0 ml. 

Biotinlésung: 5 mg D(-+-)-Biotin (Hoffmann-La-Roche A.G., Grenzach) werden 
in 1000 ml Aq. bidest. gelést. 1 ml enthalt 5 Biotin. 

Das Volumen der verwendeten NL steht in Beziehung zur Bodenflache der EK; 
die Héhe des Nahrmediums im Gefa8 soll 1 cm nicht tibersteigen. Die Nahrboden- 
anteile werden 1 Std im Dampftopf entkeimt, wobei die Glucose von den Salzen 
getrennt behandelt wird; nach dem Abkiihlen werden beide Anteile vereinigt. Der 
fiir die Versuchsordnung erforderliche py-Wert wird mit 2n NaOH bzw. 2n HCl 
eingestellt. 


c) Anfangs-py- Wert des Nahrmediums, wenn nicht anders angegeben, = 4,8. 
d) Bebriitungstemperatur, wenn nicht anders vermerkt, = 26°C. 


e) Bewertung der Versuchsergebnisse aus dem Mittelwert von je 
3 Parallelansatzen fiir jede Faktorenkombination, ebenso fiir die Kontrollwerte. 


140 


FSB Std p.t. —=— 
S 


700 
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B. Die Faktoren der Farbstoffbildung 


1. Belichtung 
Entgegen zahlreichen anderen pflanzlichen Pigmenten wird der Mycel- 
farbstoff weder im Zeitpunkt noch in der Intensitat seiner Bildung vom 
Licht beeinfluBt. Die Farbstoffbildung (FSB) zeigt sich unter den oben 
angegebenen Kulturbedingungen in allen Mycelien gleichzeitig am 5. Tage 
mit einer Toleranz von + 21/, Std. 


2. Temperatur 
Mit zunehmender Temperatur werden innerhalb gewisser Grenzen 
Wachstum und Stoffwechsel von All.b. 1699 beschleunigt (MUcKE 1955). 
Daraus resultiert eine verkiirzte Entwicklungszeit des Pilzes und damit 


| 


acsilbe Neil LET 
25 1) 35°C 0 2 ¥ 6 8 0 
Abb.3. Die Beziehungen Tage p.t. —~ 


zwischen Farbstoffbildung und 


Bebriitungstemperatur Abb.4. Die Beziehungen zwischen Anfangs-pn-Wert und 


aktuellem pu-Wert vom 1. bis 10. Tage p.i. 


eine verfriihte FSB. Die Abhangigkeit der FSB von der Bebriitungs- 
temperatur ist in Abb.3 dargestellt. Bei 17°C geztichtete Kulturen bil- 
deten waihrend der Versuchsdauer (50 Tage) keinen Farbstoff. 


3. Anfangs-py, wnd aktueller p_,-Wert der Nahrlosung 

Die Geschwindigkeit und der Umfang der Pigmentbildung werden 
in besonderem MaBe vom Wasserstoffionenmilieu der Nahrlésung 
beeinfluBt. Von Wichtigkeit sind: Der py-Wert des Nahrmediums 
zum Zeitpunkt der Zugabe des Inoculums, die Anderung des Aci- 
ditatsgrades des Nahrsubstrates wahrend der Kulturdauer und der 
daraus fiir den Zeitpunkt der ersten erkennbaren Pigmentation resul- 
tierende aktuelle py-Wert. Der an einem bestimmten Kulturtag er- 
reichte aktuelle py-Wert ist unter sonst konstanten Bedingungen vom 
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Anfangs-py abhangig. Es wurde daher gepriift, in welchem Umfang sich 
wahrend der Kulturdauer der py-Wert der Nahrlésung bei unterschied- 
lichem Anfangs-py-Wert andert. 


Zu diesem Zweck wird der Ausgangs-py-Wert der NL zwischen 2,5 und 9,0 im 
Abstand von 0,5 py-Einheiten variiert. Wahrend der Beobachtungsdauer (10 Tage 
lang) wird im Abstand von 12 bzw. 24 Std der py-Wert mit Lyphanpapier (Fa. 
G. Kloz, Leipzig) gemessen und die eintretende FSB registriert. Die erste Messung 
erfolgt 36 Std nach Sporeneinsaat. Vor und nach jedem Messen werden Versuchs- 
kélbchen und -kappen abgeflammt, um Fremdinfektionen zu vermeiden. Vor- 
versuche zeigten, da bei schnellem Arbeiten die Gefahr einer Fremdinfektion 
gering ist. In den Versuchskélbchen bildeten sich in keinem Fall Kolonien anderer 
Mikroorganismen; das ist u.a. auf einen antibiotischen Effekt (Boyp u. CRuTCH- 
FIELD 1921; Mtoxe 1955) der Kulturfiltrate von All.b. 1699 zuriickzufiihren. 


Sy 


S 


BB 
S 
mg yce/—= 


2. 4. & é. 10. 2. 14. Tag 


Abb.5. Wachstumsdauer, Mycelgewicht und px-Wert im normalen Niihrmedium (nach MUtcKn). 
Mycelgewicht, ------- pa 


Wie Abb.4 zeigt, andert sich die H-Ionenkonzentration wahrend der 
Versuchsdauer. Nach einem anfanglichen Anstieg des py-Wertes, der zu 
einem vom Anfangs-pq-Wert abhangigen Maximum, am 3. Tag post 
infectionem (p.i.) fihrt, sinkt er bis zum 5. Tage p.i. auf einen fiir 
langere Zeit etwa konstanten Wert ab. Der pq-Anstieg wird durch das 
Auftreten von freiem NH, im Nahrmedium (AuricH u. Micxr), das 
Absinken des py-Wertes durch die bei Pilzen tibliche hohe Saureproduk- 
tion verursacht. 

Der Versuchsverlauf zeigte, daB das rote Mycelpigment (der gelbe 
Filtratfarbstoff verhalt sich sehr ahnlich) von All.b. 1699 nur bei einem 
Anfangs-pu-Wert der NL zwischen 2,5 und 8,0 gebildet wird. Ein Aus- 
gangs-py-Wert der NL von 4,5—5,0 ist fiir die Pigmentbildung optimal, 
da bei Anfangs-py-Werten > 5,5 zunehmend Autolyse des Mycels ein- 
tritt und bei pp < 4,0 die Mycelausbeute abnimmt (Mtcoxs 1955). Ein 
Vergleich mit der Wachstumskurve des Pilzes (Abb.5) zeigt, daB die 
Pigmente von All.b. 1699 keine Autolysenprodukte sind, da Mycel- und 
Filtratfarbstoff schon gebildet werden, ehe der Wachstumsgipfel erreicht 
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ist. Eine normal wachsende Kultur von All.b. 1699 laBt weder vor noch 
wiahrend der FSB Zeichen der Autolyse erkennen. Fiihrt ein hoher Aus- 
gangs-px-Wert zu autolytischen Vorgaingen, so ist die dann eintretende 
Pigmentbildung eine Folge des erhohten Aciditatsgrades der Nahrlésung 
durch saure Autolysenprodukte. Die fortlaufende Kontrolle des aktuel- 
len py-Wertes bestatigt diesen Reaktionsablauf. 


4. Kohlenstoffquellen 

Stoffwechseluntersuchungen haben fiir All.b. 1699 gezeigt, daB dieser 
Pilz nahezu alle ihm gebotenen organischen Verbindungen als C- Quelle 
verwerten kann (Micke 1955). Ausnahmen bilden Glycerin und L(--)- 
Ascorbinsaure. Es wurden 16 Kohlenstoffquellen auf ihre Verwertbar- 
keit fiir die FSB gepriift; zu den Testsubstraten gehoren Alkohole, 
Mono- und Disaccharide, sowie ein Trisaccharid. Der py-Wert der NL 
wurde in allen Versuchsansatzen taglich gepriift. 

Die verwendeten C-Quellen waren: L(-+)-Arabinose, D(-+)-Xylose, D(—)- 
Ribose, 1(—)-Rhamnose; D(-+)-Glucose, D(—)-Fructose, D (+)-Mannose, 
p(-+)-Galaktose, L(—)-Sorbose; (+)-Saccharose, (-++)-Lactose, (+)-Maltose; 


(+)-Raffinose; p(—)-Mannit, D(—)-Sorbit und m-Inosit. Beobachtungsdauer: 
20 Tage. 


Der Versuchsverlauf zeigte, da8 Zeitpunkt, Qualitat und Intensitat 
der Pigmentation bei den einzelnen Versuchsansitzen, entsprechend den 
vom Pilz verwerteten C-Quellen, verschieden sind. Eine Auswahl der 
Versuchsbeispiele ist in Tab.1 dargestellt. Bereits am 4. Tage p.i. waren 
die Mycele im xylosehaltigen Medium rot gefarbt; es folgten die Ansitze 
mit Glucose, Sorbose, Arabinose, Fructose, Mannose und Inosit. Auf- 
fallig ist die verzégerte und quantitativ geringe FSB der Versuchsreihen 
mit Maltose und Saccharose. Es zeigt sich, daB Monosaccharide fiir die 
Pigmentbildung bei All.b. 1699 besser geeignet sind als Disaccharide. 
Raffinose als alleinige C-Quelle bewirkt keine FSB. 

Geringe oder fehlende FSB kann bei Kohlenhydraten als C-Quellen 
nicht auf einen zu hohen aktuellen py-Wert zuriickgeftiihrt werden, da 
auch bei den farblos bleibenden Ansatzen mit Maltose, Saccharose und 
Lactose nach 6—10 Tagen ein aktueller pq-Wert von 4,8 gemessen wird. 
In den Versuchsansitzen mit Raffinose bleibt der Anfangs-pq von 4,8 
unverandert erhalten und ist fiir die FSB optimal. Es ist nicht bekannt, 
weshalb hierbei die Fahigkeit zur FSB mangelhaft bleibt. Vielleicht ist 
die Aktivitit der zur Disaccharidspaltung nétigen hydrolytischen Fer- 
mente gering, wie dies von Mycorrhiza-Pilzen beschrieben wurde (RUBIN 
u. OpRuTSCHEWA 1954). Aus Mangel am C,-Substrat tritt kein Uber- 
schuB an Monosaccharidabbauprodukten auf, die zur FSB eingesetzt 
werden kénnen. 

Trotz gleicher py-Werte der Kulturfiltrate weisen in monosaccharid- 
haltiger Nahrlosung gewachsene All.b. 1699-Kulturen farbqualitative 
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Unterschiede auf. Es handelt sich in diesem Fall um einen der Farb- 
nuancierung anthocyanhaltiger Teile héherer Pflanzen analogen Vorgang, 
den man gegenwartig nicht mehr als einfache Folge eines unterschied- 


Tabelle. Die Abhdngighett der Mycelfairbung von der Kohlenstoffquelle 
bet Allescheria boydit 1699 


D (+)-Xylose D (—)-Fructose 
PH Ww MF FF PH Ww ME FF 
4,8 _ a = 4,8 pes a = 
4,8 se SRSE Sea oe a 6,7 ia _ = 
4,8 ese4h eae se Sh aes 5,4 qeaese Pe ete 
4,8 share apse eae 4,8 seas 4 ea tae 
4,8 ahaieee tp dee Seek 4,8 eee abet ae aede 
4,8 spo ae de se resese 4,8 papas ee Shae sh 
4,8 Shar ar aie apap ae 4,8 parse saga ae ana 
rot rot 
4,8 aR aaa Spar ae acpor a |p tne) opee oe teak Sp aagaat 
m-Inosit (+)-Saccharose 

PH Ww ME FF Pu Ww MF FF 
4,8 = — = 4,8 a = cas 
6,6 +++ = = 6,0 ci oH a 
5,4 Siege + : 5,8 eae = a 
5,0 eget papas ++ 5,3 +++ -- — 
4,9 Gaerne + + 4,8 See ae am <t 
5,1 4 aes + + 4,8 i ot “i th 
5,5 eats “t i 4,8 spare is eas 

violett violett 

6,6 +++ é + | 6,3 tee + ee 


Zeichenerklarung: W = Wachstum (+ = gehemmt, + + = gut, + + + =sehr gut) 
MF=Intensitat des Mycelfarbstoffs (+ = schwach, ++ = deutlich, 
FF =Intensitat des Filtratfarbstoffs \ +++ = stark) 
W, MF und FF wurden beurteilt durch visuellen Vergleich mit einer 6 Tage alten 
Normalkultur [C- Quelle: p (+)-Glucose] von Ceph. gordoni. Farbbezeichnungen 
gelten fiir den Mycelfarbstoff am 19. Tage p.i. 

A = Autolyse 
T. p.i. = Tage post infectionem 


lichen Zell-py-Wertes deutet. Die Diskussionen iiber die Ursachen der- 
artiger Farbvariationen sind noch im Gange. Man hat sowoh! Menge und 
Qualitaét sogenannter Co-Pigmente, die aus Kohlenhydratabbaupro- 
dukten stammen (RoBrNson 1939), als auch eine Metallkomplexbildung 
(Hayasut 1954) dafiir verantwortlich gemacht. 
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5. Stickstoffquellen 

Als giinstige N-Quellen erwiesen sich bei All.b. 1699 L-Asparagin und 
L-Asparaginsdure, Glycin, L-Glutamin und L-Glutaminsaure, L-Prolin, 
pu-Valin und pt-Threonin. Auch anorganisch gebundener Stickstoff 
wurde gut verwertet. Die FSB blieb bei einigen Aminosauren (als alleini- 
ger N-Quelle) aus (z.B. bei Asparaginsdure). Ferner trat bei Harnstoff, 
Guanidin und NH,-Tartrat als N- Quelle im Nahrmedium keine FSB auf 
(Micxs 1955). Neuere Befunde zeigten, daB bei allen FSB-hemmenden 
N-Quellen der aktuelle py-Wertim Nahrmedium stark nach der alkalischen 
Seite hin verschoben war. Es war anzunehmen, da dies die Ursache fiir 
das Fehlen des Mycelfarbstoffes ist. Tatsichlich kann unter bestimmten 
Versuchsbedingungen auch mit Asparaginsiure und Glutaminsaure als 
N-Quellen von All.b. 1699 Mycelfarbstoff gebildet werden. Bei diesen 
Versuchsreihen wurden Asparaginséure und Glutaminséure im aqui- 
molekularen N-Verhaltnis, bezogen auf den Asparagingehalt der nor- 
malen NL (s.8. 287), als N-Quellen der NL zugegeben. Der py-Wert 4,8 
wurde a) mit 2n NaOH b) mit NH,OH (die zusatzliche N-Menge wird in 
aquimolekularer Menge vom Gewicht der zuzugebenden Aminosiaure 
abgezogen) eingestellt. Bei einer weiteren Versuchsreihe (c) wurde der 
pu-Wert nach Asparagin- bzw. Glutaminsdéurezugabe unveradndert be- 
lassen (py der NL bei Zugabe von Glutaminsiure als N- Quelle: 3,5). Als 
Kontrollen dienten Kulturen mit Asparagin als N- Quelle. Wahrend der 
Versuchsdauer war zu beobachten, daB die Kulturen der Reihe c zwar im 
Wachstum (nicht autolytisch) gehemmt waren, jedoch bereits am 
4. Wachstumstage Farbstoff bildeten. Die Kulturen, deren pq-Wert mit 
NH,OH eingestellt wurde, bildeten wie die Kontrollen Farbstoff am 
5. Wachstumstag. Die unter a) genannten Mycelien bildeten wahrend 
der Versuchsdauer kein Pigment. 

Aus dem Gesagten geht hervor, daB All.b. 1699 bei Gegenwart einer 
von ihm verwertbaren C- Quelle und eines geeigneten aktuellen py-Wertes 
der NL in Gegenwart jeder von ihm nutzbaren organischen oder anorga- 
nischen N-Quelle Farbstoff bildet. Alkalisalze saurer Aminosaduren 
(wachstumsoptimaler Anfangs-py-Wert mit Alkalilauge eingestellt, Ver- 
suchsreihe a) bedingen nach ihrer Desaminierung und nach Abbau ihrer 
Kohlenstoffkette eine starke Zunahme basischer Aquivalente im Nahr- 
substrat. Dieentstandene alkalische Reaktionim Nahrmedium unterdriickt 
die Pigmentbildung. Um diese Wirkung auszuschlieBen, mu8 der Aus- 
gangs-py-Wert mit abbaufaéhigen Basen z. B. NH,OH eingestellt werden. 


6. Cu-Gehalt des Naéhrmediums 


Der Einflu8 von Spurenelementen auf das Mycelwachstum von 
All.b. 1699 ist bereits friiher untersucht worden. Es wurde hierbei beob- 
achtet, daB gleichzeitig mit dem Mycelwachstum auch die FSB durch 
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Spurenelemente stimuliert oder gehemmt werden kann (Micke 1955). 
Fiir die Biosynthese der Pilzpigmente sind besonders Cu++ und Fe++ 
bedeutsam, da beide in Redoxsysteme eingebaut sind. Die Endstufe der 
FSB ist bei der bei Pilzen allgemein verbreiteten Chinonsynthese ein 
Oxydationsvorgang. 

Unter 8 getesteten Elementen (Li, Rb, Cs, Ca, Sr, Cd, Cu, Fe) erwies 
sich nur Cu in bestimmten Konzentrationen als férdernd auf die FSB. 

Cu** wurde dem Medium als CuSO, - 5H,0 in logarithmisch abgestuf- 
ten Mengen (bis zum 1000fachen = 2,07 mg-°/, Cut++ der im normalen 
Nahrboden enthaltenen Cu-Menge = 
2,07 -°/, Cut+) zugegeben und der 
Zeitpunkt der FSB registriert. Wie 
aus Abb.6 ersichtlich ist, tibt Cut++ in 
einer Menge bis zum 100fachen seines 
Gehaltes im Grundmedium einen 
deutlich stimulierenden Effekt auf 
den Stoffwechsel des Pilzes aus, wie 
die vorzeitige FSB zeigt. Die im 
Cu-armen Medium — Cu-freies Sub- 0 2073 20,73 2073 
strat ist praktisch nicht anwendbar, 4% Cutt —— 
da die tibrigen in der NL anwesenden —Abb.6. Die Beziehungen zwischen Farbstoff- 
Mineralsalze stets durch Cu-Spuren pogue sind ler Seng atige ve 
verunreinigt sind! — gewachsenen 
Pilzkulturen hatten in ihrer FSB gegeniiber den zuerst pigmentierten My- 
celien einen zeitlichen Riickstand von 48 Std. Bei 2,07 mg-°/, Cu ist 
das Wachstum des Pilzes gehemmt und es wird kein Pigment gebildet. 


Kulturtage bis zur FSB 


R 


Ill. Die Hemmung der Pigmentproduktion durch 
Mononitrophenolisomere 


Der stimulierende Effekt des Cut++ auf die Pigmentproduktion des 
Testpilzes sowie die allgemeine Verbreitung von Chinonfarbstoffen in 
Pilzen machten die Beteiligung des Polyphenolasesystems bei der Bio- 
synthese des Mycelpigmentes wahrscheinlich. Der Nachweis hierfiir kann 
durch spezifische Hemmung des wirksamen phenoloxydierenden Fer- 
mentes erbracht werden. 

Im Schrifttum finden sich einige Angaben tiber die in-vivo-Hemmung der Pig- 
mentproduktion von Pilzen (NBKAM u. FLORIAN 1954; VOLKMANN u. BEERSTECHER 
1956; WirrrnecHaM u. Raper 1956) und tiber die in-vitro-Hemmung Cu-haltiger 


Oxydationsfermente (BERTRAND 1948; GuRo 1953; Greaa u. Netson 1940; 
Iwanow 1954; Kruncer 1955; Kuuy u. Mitarb. 1954; Maymr 1954; Vornovircu 


1 Hine spezielle Reinigung der Nahrlésung von Cu++-Spuren wurde nicht vor- 
genommen. Das verwendete Aqua bidest. entstammte einer Jenaer Ganzglas- 
apparatur. 

20* 
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1951; Yasunosu u. Norris 1957; Zusfssg. bei Dawson u. TARPLEY). Sulfhydryl- 
verbindungen, wie Cystein (N#KAm u. FLioriAn 1954) und Phenole (WITTINGHAM 
u. Rarer 1956) wurden als in-vivo-Inhibitoren besonders erfolgreich angewendet. 
Die Mehrzahl der bisher beschriebenen Versuche hat gezeigt, daB parallel mit der 
gehemmten Farbstoffsynthese im Pilz auch seine Vitalitat herabgesetzt ist (NEKAM 
u. Frortdn 1954). Diese Tatsache spricht fiir eine umfassende Bedeutung phenol- 
oxydierender Fermente im Stoffwechsel der Pilze. In diesem Zusammenhang ist 
eine von VoLKMANN u. BEERSTECHER (1956) verwendete Inhibitorsubstanz, 
3,4-Dichlorphenylserin, die uns bis zum Abschlu8 der vorliegenden Arbeit nicht 
zur Verfiigung stand, bemerkenswert. Sie hemmt die Aktivitat von Tyrosinoxy- 
dase-, Laccase- und Ascorbinsiureoxydase-Extrakten und schaltet die Cu-bedingte 
Pigmentation und Sporulation von Aspergillus niger van Tiegh. aus, hat jedoch 
auf das Wachstum des Pilzes keinen HinfluB. 

Obgleich die Zahl der als Inhibitoren fir Cu-Enzyme bekannten Stoffe 
sehr gro8 ist, gibt es noch keine systematische Untersuchung der Nitro- 
phenole als kompetitive Antagonisten dieser Fermente. Dawson u. 
Tarpuey fiihren nur 4-Nitrophenol und 4-Nitrocatechin als kompetitiv 
hemmend an. Wahrscheinlich ist fiir 3,4-Dichlorphenylserin eine gleich- 
artige Wirkweise anzunehmen. Die Spezifitat des letztgenannten Stoffes 
ist hierbei hdher als die der Phenole und Nitrophenole, die, unabhangig 
vom Substitutionstyp, einen mikrobiciden Effekt haben. GREGG u. 
Netson (1940) sehen in der Bildung eines stabilen Enzym-Substrat- 
Komplexes des Nitrophenols mit dem Cu-haltigen Ferment (im unter- 
suchten Fall: Tyrosinase) die Ursache fiir den Inhibitorcharakter des 
Nitrophenols. 

Das Ergebnis des Nitrophenoleffektes scheint, den Angaben des 
Schrifttums zufolge, im Einzelfall verschieden zu sein. Immer werden 
jedoch Oxydationsreaktionen beeinfluBt. Es ist nicht bekannt, ob und 
in welcher Weise Wachstum und Stoffwechsel von Pilzen, insbesondere 
ihre Farbstoffsynthese, durch Mononitrophenole erfolgreich beeinfluBt 
werden kénnen. 

Im folgenden werden Versuche mit p-, m- und o-Nitrophenol beschrie- 
ben, die wir zur Klarung dieser Frage angestellt haben. Da Mikroorganis- 
men unterschiedlich auf Phenol bzw. Phenolderivate entsprechend ihrer 
biochemischen Adaptation reagieren, wurde zunachst die untere und 
obere Grenze des Wirkungsbereiches der 3 Mononitrophenole getestet. 


Spezielle Methodik fir die invivo-Hemmversuche 


a) Im logarithmischen Test (log. Test) wurden 93 EK [Volumen (Vol.) 50 bzw. 
35 ml, s.u.] mit 10 ml NL beschickt und mit Sporensuspension beimpft. Vom 
1. bis 5. Wachstumstag (0; 24; 48; 72 und 96 Std p.i.) erhielten je 18 Kélbchen 
(6 Konzentrationsstufen zu je 3 Parallelen) 1,1 ml der Lésung des betreffenden 
Nitrophenols. Die Konzentration der Nitrophenollésung betrug gegentiber der im 
Nahrmedium zu erzielenden das Zehnfache. Der getestete Konzentrationsbereich 
war fiir die einzelnen Nitrophenolderivate verschieden, 3 Kolbchen ohne Nitro- 
phenolzusatz galten als Versuchskontrollen. Bebriitungstemperatur: 26°C; Ver- 
suchsdauer: 230 Std. 
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Der Einflu8 der Nitrophenole auf das Wachstum des Testpilzes wurde fest- 
gestellt am Myceltrockengewicht (MTG) und auf die FSB durch die Zeit, die vom 
Beimpfen der NL bis zur ersten makroskopisch sichtbaren Pigmentation verstrich. 
Das Mycel wurde 230 Std p.i. auf gewichtskonstant getrocknete Rund-Filter ab- 


gesaugt, 5 Std bei 105°C ge- 
trocknet, auf + 0,2 mg genau 
gewogen und aus der Differenz 
berechnet. 

b) Beim  p-Nitrophenol 
(PNP)-Hauptversuch, der mit 
306 EK (Vol. 50 ml) und 
10 Konzentrationsstufen zu je 6 
Parallelen durchgefiihrt wurde, 
wurde ferner 130 Std p.i. das 
MTG, der pp-Wert der Kultur- 
filtrate und in einer spateren 
Versuchsreihe das freie Am- 
moniak mittels Mikro-Kjeldahl 
(modif. n. Parnas) in 2 ml] des 
Filtrates bestimmt. 


Versuchsverlauf 
und -ergebnis beim 
logarithmischen Test 
der Mononitro- 
phenolisomeren 


1. p-Nitrophenol (PNP) 


Der getestete Konzentra- 
tionsbereich liegt zwischen 
0,1 und 50 mg-°/, PNP (be- 
zogen auf den PNP-Gehalt 
des Nahrmediums). Vol. 
der EK = 50 ml. Die Be- 
ziehungen zwischen PNP- 
Konzentration, MTG und 
FSB zeigen die Diagramme 
Abb.7a (0), b (48) und c 
(96) — (der eingeklammerte 
Wert gibt die Zugabe des 
Nitrophenols nach Stunden 
p.i. an). Es ergibt sich: 


Dp 
™ 
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47 GF 40 50 00 0,0 
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Abb.7. Die Abhingigkeit des Mycelgewichtes von der 
PNP-Konzentration im Nahrmedium (log. Test). 
Mycelgewicht 230 Std p.i. ——— FSB in 
Stunden p.i. a (0); PNP-Zugabe 0 Stdp.i., b (48): PNP- 
Zugabe 48 Std p.i., ¢ (96): PNP-Zugabe 96 Std p.i. 


a) PNP-Zugabe 0; 24 und 48 Std p.i. stimuliert bei geringer PNP- 
Konzentration das Wachstum bis zu 10°/, des durchschnittlichen MTG 
der Kontrollkulturen. Alle Kulturen, deren Nahrmedium > 1 mg-°/, PNP 
enthielt, waren im Wachstum gehemmt. Die letale Konzentration von 
PNP liegt fiir All.b. 1699 zwischen 5 und 50 mg-9/,. Ihre letale GroBe 
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ist abhingig vom Zeitpunkt der Hemmstoffzugabe. Sie ist der Zeit (von 
der Sporeneinsaat bis zum PNP-Zusatz) umgekehrt proportional. 


b) Die Pigmentbildung wird bei > 5 mg-°/, PNP unterbunden. 
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Abb.8. Die Abhingigkeit des Mycelgewichtes von 
der m-Nitrophenolkonzentration im Niaihrmedium. 


Mycelgewicht 230 Std p.i. ——— FSB 
in Stunden p.i. a (0): MNP-Zugabe 0 Std p.i., 
b (48): MNP-Zugabe 48 Std p.i., ¢ (96): MNP-Zugabe 
96 Std p.i. 


c) Pilzwachstum und Farb- 
stoffsynthese in Abhangigkeit 
von der PNP-Konzentration zu 
untersuchen, ist daher nur im 
Bereich von 0,5 bis 5 mg-°/, 
PNP angezeigt. 


2. m-Nitrophenol (MNP) 


Die Ergebnisse des eben be- 
schriebenen PNP-Versuchs be- 
rechtigen zu der Annahme, daB 
diesem Stoff ein spezifischer 
Inhibitoreffekt bei der Rubacin- 
biosynthese zukommt. Um zu 
klaren, ob die Hemmwirkung an 
die para-Stellung der Substitu- 
enten gebunden ist, wurden des 
weiteren o- und m-Nitrophenol 
in ihrem Einflu8 auf die Pig- 
mentsynthese getestet. 

Konzentrationsbereich fiir 
MNP bzw. ONP: 0,1 —50mg-°/,, 
Konzentrationsstufen vgl. die 
Abb.8 u.9. — Vol. der EK = 
35 ml. Die Beziehungen zwischen 
MNP-Konzentration, | Mycel- 
gewicht und FSB sind in Abb.8 
dargestellt. Daraus ergibt sich: 


a) MNP wirkt in einer Kon- 
zentration von 10 mg-°/, toxisch 


auf All.b. 1699. 


b) Im Gegensatz zu PNP wachst der Testpilz bei 5 mg-°/) MNP noch 
gut. Das Mycelgewicht ist entweder dem der Kontrollwerte gleich (vgl. 
Abb.8b u. c) oder bis etwa 20°/, vermindert (Abb. 8a). 

c) Die FSB wird unabhangig vom Wachstum des Pilzes bereits ab 
1 mg-°/, MNP deutlich gehemmt [vgl. die FSB- und Wachstumskurve 
Abb.8b (48)]. MNP in Konzentrationen von 5,0 oder 1,0 mg-°/, ver- 
hinderte die Pigmentbildung vollstandig. 
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3. o-Nitrophenol (ON P) 


Als drittes Isomeres wurde o-Nitrophenol als ein méglicher Inhibitor 
der FSB getestet. Der Versuch hatte das in Abb. 9 dargestellte Ergebnis: 


a) Die Letaldosis des ONP 
liegt fiir All.b. 1699 zwi- 
schen 10 und 50 mg-°/). 
Der Toxicitatsgrad des ONP 
ist geringer als derjenige 
von PNP und MNP. 

b) Bis zu 10 mg-°/, ONP 
ist das Wachstum des Test- 
pilzes unbeeinfluBt, wie die 
Myceltrockengewichte zei- 
gen. In einigen Kélbchen 
fiihrt der ONP-Zusatz sogar 
zu einem geringgradigen 
Anstieg der Wachstums- 
groBe [vgl. Abb.9b (24)]. 
Hohere Konzentrationen 
sind wachstumshemmend. 


ce) Der FSB-hemmende 
EinfluB von ONP ist jedoch 
bereits bei 1 mg-°/,, beson- 
ders aber zwischen 5 und 
10 mg-°/, ONP erkennbar. 
In diesem Bereich bleibt 
die gebildete Mycelmenge 
konstant, waihrend die Pig- 
mentation gegentiber den 
Kontrollkulturen 60 Std 
spaiter eintritt [Abb. 9b 
(24)]. Die Hemmwirkung 
auf die FSB ist geringer als 
diejenige von PNP und 
MNP; es wird in einigen 
Mycelien noch bei einer 
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Abb. 9. Die Abhiangigkeit des Mycelgewichtes von 
der o-Nitrophenolkonzentration im Nahrmedium. 
Mycelgewicht 230 Std p.ij ——— FSBin 
Stunden p.i. a(0): ONP-Zugabe 0 Std p.i., b(24): ONP- 
Zugabe 24 Std p.i., ¢ (96): ONP-Zugabe 96 Std p.i. 


ONP-Konzentration von 10 mg-°/, Mycelfarbstoff gebildet [Abb.9b (24)]. 

PNP als wirksamstes der 3 Nitrophenolisomeren wurde in einem arith- 
metisch abgestuften Konzentrationsbereich untersucht. Gemaf den 
Ergebnissen des PNP-Vorversuches wurde der Konzentrationsbereich 
des PNP-Hauptversuches zwischen 0,5 und 5 mg-°/, PNP gewahlt. 
A, betragt 0,5 mg-°/,. Vol. der EK = 50 ml. 
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Versuchsverlauf: Die Sporen keimten in allen Kélbchen aus. Bei 
Konzentrationen > 4 mg-°/, PNP entstand keine geschlossene Mycel- 
decke, sofern diese noch nicht vor der PNP-Zugabe vorhanden war. 
FSB trat bei den Kontrollen 130 Std p.i. ein; im Anschlu8 daran wurde 
von 153 Mycelien (3 Parallelen fiir jede Faktorenkombination) das MTG 
bestimmt. 

Die FSB trat bei Kulturen mit PNP-Zusatz entsprechend den PNP- 
Konzentrationen nach verschiedener Zeit ein. Bei 0,5 mg-°/) PNP — 

zugegeben 24 Std p.i. — war 
die erste Pigmentation 116 Std 


We p.i., bei 3,0 mg-°, PNP — 

zugegeben 72 bzw. 96 Std 

e p.i. — die spateste deutlich 

sichtbare FSB 180 Std p.i. 

t 4 zu beobachten. 235 Std p.i. 

= E wurde der Versuch beendet, 

= die restlichen 153 Mycel- 
> id gewichte bestimmt. 


Die End-py-Werte der Kul- 
turfiltrate wurden bei PNP- 
Konzentrationen > 3,5 mg-°/5 
nach dem Neutralpunkt hin 

2 3 4 s verschoben. In einigen Ver- 
mg “lo PNP—— suchsansatzen, bei denen PNP 


Abb.10. pu-Wert des Néhrmediums und NH;-Gehalt 72 baw. 96 Std p.1. zugegeben 
in Abhiingigkeit von der PNP-Konzentration. PNP- worden war, trat die Pu- 
Zugabe 72 Std p.i. ee .°) DET, mg-°/, NH; 


% 


Verschiebung bereits _ bei 
> 2;5 mg-°/, PNP ein. 

Um die Ursache der py-Verschiebung zu kliiren, wurde in den Kultur- 
filtraten einer spateren Versuchsreihe, in der 72 Std p.i. PNP zugegeben 
worden war, das freie Ammoniak bestimmt. Abb.10 zeigt das Verhalten 
von PNP-Konzentration, py-Wert und gebildetem freien NHs. 

Abb.11a—c gibt die Beziehungen zwischen PNP-Konzentration, Zeit- 
punkt der FSB, Mycelgewicht und End-py wieder. Aus diesen Diagram- 
men geht hervor, daB die Wirkung stark abhangig von dem Zeitpunkt 
p.i. ist, an welchem PNP dem Nahrmedium des Testpilzes zugegeben 
wurde. 

Ubersichtlich sind die Verhaltnisse bei Versuchsreihe b (24), bei der 
nach 24 Std p.i. PNP zugegeben wird. 0,5 mg-°/, PNP stimulieren das 
Wachstum und die Farbstoffbildung; die Stoffwechselbilanz — gemessen 
an der Gewichtszunahme des Pilzes — ist positiv und nach 235 Std in 
ihrem Absolutwert hoher als die der Kontrollen. Konzentrationen ab 
1 mg-°/,) PNP hemmen das Wachstum und die Farbstoffbildung. Die 
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Abb.11. Mycelgewicht, px und Farbstoffbildung in Abhingigkeit von der PN P-Konzentration im 

Nihrmedium. Mycelgewicht nach 130 Std, ------- Mycelgewicht nach 235 Std, —-—.Dx, 

— — — FSB in Stunden p.i. a (0): PNP-Zugabe 0 Std p.i., b (24): PNP-Zugabe 24 Std p.i., 
c (72): PNP-Zugabe 72 Std p.i. 
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Stoffwechselbilanz bleibt positiv. > 2,5 mg-°/, PNP im Nahrmedium 
unterdriicken die FSB. 

Auch der Verlauf der Kurven in Versuchsreihe a (0), in der mit der 
Beimpfung PNP zugesetzt wird, 1aBt den stoffwechselstimulierenden 
Effekt kleiner Dosen des Hemmstoffes (0,5 mg-°/,) erkennen. 

Weiter steigende Mengen von PNP vermindern die Mycelausbeute und 
verlingern die Zeit bis zur FSB. Nach 130 Std verschieben sich noch 
etwa linear mit der PNP-Konzentration die Mycelgewichte. Weniger 
andert sich das Mycelgewicht nach 235 Std. Wird die PNP-Konzentra- 
tion von 2,5 auf 4,0 mg-9/, erhdht, so ist die Mycelausbeute praktisch 
gleich groB. — Die FSB erfolgt hier bis zu 3,0 mg-°/, PNP. — Der un- 
regelmaBige Verlauf der py-Kurve kann zunachst noch nicht geklart 
werden. 

Ein vollig anderes Verhalten des Testpilzes zeigt die Abb. 11¢ (7 2). Das 
Wachstum wird von keiner der untersuchten PNP-Konzentrationen 
stimuliert. Die Hemmwirkung ist deutlich und steigt mit der PNP- 
Konzentration. Hinzu kommt, da& PNP-Konzentrationen > 1,5 mg-°/, 
zu einem — nicht autolytischen — Abbau der lebenden Substanz fihren. 
Die Stoffwechselbilanz wird negativ. Der py-Wert steigt wahrend der 
Kulturdauer nachweislich durch freigesetztes NH, an (vgl. auch Abb. 10), 
vielleicht aus einer gehemmten Eiweifisynthese oder aus bevorzugtem 
Abbau des gesamten organischen Materials. 


Obwohl die Stoffwechselbilanz negativ ist, kann der Pilz bis zu einer 
PNP-Konzentration von 3,0 mg-°/, noch Farbstoff bilden. Diese Tat- 
sache ist deshalb bedeutsam, weil ein Vergleich der Diagramme ec (72) 
und b (24) erkennen laBt, da8 fiir den Pigmentmangel bei 3,0—4,5 mg-°/ 
PNP im Nahrmedium, zugegeben 24 Std p.i., weder der px-Wert 
(4,8—5,6) noch eine allgemeine PNP-bedingte Wachstumshemmung 
(Mycelgewicht 2 = 42—36,5 mg/10 ml NL) Ursache sein kann. Ks ist 
vielmehr anzunehmen, daB eine direkte Beziehung zwischen PNP-Kon- 
zentration im Nahrmedium und Hemmung der Farbstoffsynthese besteht, 
die sich aus der Konkurrenz einer Pigmentvorstufe mit PNP um das 
oxydierende Ferment ergibt. 

Die 48 und 96 Std p.i. mit PNP versetzten Kulturen stimmen in den 
MTG und FSB (Stunde p.i.)-Werten im wesentlichen mit der Versuchs- 
reihe Abb. 11¢ tiberein. 

Das Verhalten von All.b. 1699 bei Anwesenheit verschiedener Mono- 
nitrophenole im Nahrsubstrat 14Bt folgende Zusammenhange zwischen 
Farbstoffsynthese und Grundstoffwechsel des Pilzes erkennen: 

1. Die notwendigen Fermente zur Farbstoffsynthese werden von allen 
Mononitrophenolen gehemmt. Da PNP, MNP und ONP den gleichen 
Hemmeffekt auf die FSB haben, sprechen die Befunde dafiir, daB® das 
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an der Farbstoffbildung beteiligte Ferment den natiirlichen Substraten 
gegeniiber die gleiche Spezifitat besitzt, also ortho- wie auch para-Hydro- 
chinone zu oxydieren vermag. m-Derivate kénnen aus strukturchemi- 
schen Griinden nicht zu Chinonen oxydiert werden. Gleiche Eigenschaften 
besitzt die in Pilzen haufig vorkommende Laccase (Urushiol-oxy- 
dase) (Law 1950, 1955; LinpEBERG 1950; Lyr 1957; Mort u. Mitarb. 
1937; Sevérk 1957). 

2. Die besonders von 2,4-Dinitrophenol (2,4-DNP) (FREEDKIN u. Len- 
NINGER 1948; Loomis u. Lipmann 1948; RrepER u. BuKxatson 1956; 
STICKLAND 1956) bekannte Entkopplerfunktion bei der oxydativen 
Phosphorylierung ist auch bei Mononitrophenolen vorhanden, da die 
negative Stoffbilanz, die nicht von autolytischen Veradnderungen des 
Mycels begleitet ist, so gedeutet werden kann. Mononitrophenole sind 
weniger toxisch als 2,4-DNP (Maenz u. Mitarb. 1934) und daher fiir die 
Untersuchung von Stoffwechselreaktionen bei Mikroorganismen in vivo 
besser geeignet als 2,4-DNP. Jedes der 3 Nitroderivate besitzt einen 
charakteristischen Konzentrationsbereich, in dem der toxische Ent- 
kopplereffekt noch nicht auftritt, wahrend die Pigmentsynthese — wie 
besonders aus den Versuchen mit ONP und MNP hervorgeht — bereits 
gehemmt wird. Das durch den Entkopplereffekt der Nitrophenole blok- 
kierte Ferment ist also offenbar von dem der Farbstoffsynthese ver- 
verschieden. Der Verlust der Fahigkeit zur Pigmentsynthese kann nicht 
als Folge fehlender Energie (s.u.) aus den Phosphorylierungsvorgingen 
gedeutet werden, da die Entkopplung erst bei héherer Konzentration 
des Inhibitors eintritt als der Pigmentmangel. 

3. Die zweiseitige Wirkweise der Nitrophenole — Entkopplung und 
Hemmung der FSB in Pilzen — deutet darauf hin, da8 wahrscheinlich 
zwischen den beide Vorginge — oxydative Phosphorylierung und 
Pigmentsynthese bei AJl.b. 1699 — katalysierenden Fermenten struktur- 
chemische Ahnlichkeiten bestehen. 

Es ist bekannt, daB 2,4-DNP die Adenosintriphosphat-(ATP)- 
Synthese hemmt und den aeroben Stoffwechsel stimuliert (Dopps u. 
GREVILLE 1933, 1934). Die Intensitat der Atmung ist normal oder ge- 
steigert, alle ATP-abhangigen Reaktionen werden gehemmt, z.B. die 
Zellteilung (CLowEs u. Krouu 1936). Die Atmung wird von der Phos- 
phorylierung getrennt (,,entkoppelt‘‘), die ungenutzte Energie wird als 
Warme abgegeben (Larpy u. Etvensem 1945). Der fordernde EinfluB 
des 2,4-DNP auf die Oxydationsvorgange ist auch bei Mikroorganismen 
beobachtet worden (VoGLER u. Mitarb. 1942). 

Vitamin K, (2-Methyl-3-phytyl-1,4-naphthochinon) ist als Bindeglied 
bei der Atmungskettenphosphorylierung (Synthese energiereicher Phos- 
phate bei der Ubertragung des Wasserstoffs oxydierbarer Zellsubstrate 
auf den Luftsauerstoff) bekannt (Martius 1957; Marrius u. Nirz- 
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Lrrzow 1953, 1954). Vitamin K, gehdrt sowohl der Atmungskette selbst 
an als auch in Funktion eines Phosphatiibertragers dem System phos- 
phorylierender Enzyme (Martius u. Nrvz-Lirzow 1954); méglicherweise 
ist es mit dem Slater-Faktor identisch. Modellreaktionen zur oxydativen 
Phosphorylierung gelangen in neuester Zeit mit Naphthohydrochinon- 
(2,4)-monophosphat (WIELAND u. PaTTERMANN 1958). Bei Mangel an 
Vitamin K, sind stets Atmung und Phosphorylierung gehemmt. AuBer- 
dem sind K,-Inhibitoren bekannt, die nur jeweils eine seiner beiden 
Funktionen hemmen, wahrend die andere ungestért ablauft (HEYMANN 
u. Freser 1948; Rerr u. Porrer 1953). Es ist méglich, daB 2,4-DNP, 
MNP und ONP zur Gruppe der K,-Antagonisten gehéren. Diese An- 
nahme lat sich durch vollstandige (MNP, ONP) oder teilweise (PNP) 
Kompensation des Entkopplereffektes durch Zufiigen von Menadion- 
Na-bisulfit als Vitamin K-wirksame Substanz zum Nahrmedium des 
Pilzes erharten (Micke u. OpENAUS 1959). Als Folge dieses Effektes 
laufen die Oxydationsvorginge im Pilz unabhangig von der Phosphory- 
lierungsrate ab. Das Mycel veratmet sich daher nach Nitrophenolzusatz 
selbst. 

4. Aus Griinden der Strukturanalogie wird nicht nur das im Zu- 
sammenhang mit Phyllochinon (Vitamin K,) wirksame Ferment ge- 
hemmt, sondern auch jenes, das die hydrochinoide Vorstufe des 
Rubacins zum Chinon oxydiert. 


Wie Kurtin u. Mann (1939, 1940) zeigen konnten, ist die Wirksamkeit 
der Laccase an einen blauen Farbstoff gebunden. Er stellt wahrscheinlich 
eine noch unbekannte prosthetische Gruppe dar. Dieser Farbstoff wird 
vom Substrat reduziert; durch Schiitteln mit Luft ist die blaue Farbe 
regenerierbar. Dies deutet auf eine Chinonstruktur hin und kann die 
Inaktivierung durch Nitrophenolderivate erklaren. 


Zusammenfassung 


Der als Allescheria boydii Shear, 1922, Stamm 1699 bekannte biotin- 
heterotrophe Pilz wird morphologisch und physiologisch von der Gattung 
Allescheria abgegrenzt und als Cephalosporiwm gordoni nov. spec. be- 
schrieben. 

Die Fahigkeit des Pilzes zur Farbstoffsynthese erweist sich von ver- 
schiedenen Faktoren abhangig, insbesondere von der Kohlenstoffquelle, 
dem pp-Wert und dem Cut+-Gehalt des Nahrsubstrates. Als optimal 
fiir die Farbstoffbildung gelten Monosaccharide, ein Anfangs-py von 4,5 
bis 5,0 und 0,2 mg-°/, Cutt, d.i. die 100fache Menge des in der normalen 
synthetischen Nahrlosung enthaltenen Kupfers. 

Einen Einblick in das fermentative Geschehen geben Versuche zur 
kompetitiven Hemmung der Pigmentsynthese durch Mononitrophenole. 
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Unter bestimmten Bedingungen blockieren diese nicht nur die Farb- 
stofisynthese, sondern fiihren gleichzeitig zu einem nicht-autolytischen 
Abbau des Mycels. Die dadurch bedingte negative Stoffbilanz wird als 
Folge einer entkoppelten oxydativen Phosphorylierung gedeutet. 

Die Hemmung der Pigmentsynthese ist nicht an die para-Stellung der 
Substituenten gebunden; dies 148t auf das Vorhandensein einer Poly- 
phenoloxydase vom Laccase-Typ schlieBen. Es wird die Méglichkeit 
diskutiert, da zwischen den die beiden Reaktionen — Farbstoffsyn- 
these bei Allescheria boydii 1699 und oxydativer Phosphorylierung — 
katalysierenden Fermenten strukturchemische Ahnlichkeiten bestehen. 
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Physiologische 
Untersuchungen an Cerambycidensymbionten 
Ein Beitrag zur Kenntnis der Symbiose holzfressender Insektenarten 


Von 
GERHARD JURZITZA 


Mit 6 Textabbildungen 


(Hingegangen am 3. Marz 1959) 


Uber die Symbiose der Cerambyciden besteht eine relativ umfang- 
reiche Literatur. Herrz (1927) beschrieb die Mycetome und die Uber- 
tragungsorgane einiger Bockkafer und stellte fest, daB die Hefesymbionten 
einiger Arten leicht zu kultivieren sind. Die morphologischen und 
anatomischen Probleme der Symbiose sowie die Ubertragung der 
Symbionten auf die Nachkommen wurden von BUCHNER (1928, 1930) 
und spater von ScHOMANN (1937) eingehend untersucht. ScHIMITSCHEK 
(1929) beschrieb die Symbionten von Tetropiwm gabrieli und T. fuscum 
sowie deren Kultur. EksBLom (1931, 1932) befaBte sich eingehend mit der 
Morphologie, Anatomie und Mikrobiologie der Symbiose und der 
Symbionten von Rhagiuwm inquisitor. KIEFER beschrieb 1932 den HinfluB 
von Kalte und Hunger auf die Larven und deren Symbionten. 

W. MOuLuer (1934) hatte eine Anzahl von Symbionten holzfressender 
Insekten in Kultur, darunter auch solche von Cerambyciden. Er be- 
richtete iiber Wachstum auf verschiedenen Substraten, tiber die Ver-— 
wertbarkeit verschiedener Kohlenstoff- und Stickstoffquellen sowie tiber 
die Fermentaktivitat der Symbionten. 

Mancherlei Hinweise auf die Funktion der Symbionten gab BEcKER 
(1942, 1943), der sich mit der Biologie einiger holzzerstérender Kafer- 
arten befaBte. ScHANDERL (1942) berichtete tiber die Luftstickstoff- 
assimilation der Hefesymbionten von Rhagiwm inquisitor und 1949 iiber 
die Besiedelung der Gonadenanlagen von Bockkaferlarven durch 
weitere Hefesymbionten. Beide Befunde konnte GRAEBNER (1954) nicht 
bestatigen. Dieser Autor iiberpriifte ferner altere Angaben tiber die Ver- 
wertung verschiedener C- und N- Quellen und machte Angaben tiber den 
Wuchsstoffgehalt der Hefen. 

Die Larven unserer Bockkafer leben durchweg im Holze. Beziiglich der 
Wahl ihrer Nahrung unterscheidet Scnomann (1937) 3 Gruppen: 
1. Laubholzbécke, 2. Nadelholzbécke, 3. Bécke, deren Larven in totem 
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Holze leben. Nur unter den Tieren, die den Gruppen 2 und 3 angehoren, 
finden sich Arten mit einer Symbiose. Das scheint darauf hinzuweisen, 
daB Nadelholz an Wachstumsfaktoren drmer ist als Laubholz. Bei 
totem Holz ist das sicherlich der Fall. 

An Kohlenhydraten herrscht in dieser Nahrung kein Mangel, jedoch 
liegen sie als Cellulosen und Hemicellulosen vor, zu deren Aufschlu8 nur 
wenige Tiere in der Lage sind. So gingen die Vermutungen der ersten 
Untersucher dahin, diese Aufgabe den Hefesymbionten zuzuschreiben. 
Jedoch konnte W. MULLER bei den Symbionten keine Fahigkeit zum 
Celluloseabbau nachweisen, wohl aber eine cellulolytische Aktivitat des 
Kaferdarms. G. Becksr bestitigte diese Beobachtung. 

Weitere Vermutungen iiber die Funktion der Symbionten kniipfen 
sich an die EiweiBarmut des Holzes. Wenn BrcKker wiederholt fest- 
stellte, da8 symbiontenfiihrende Larven vom HiweiBgehalt des Holzes 
viel weniger abhingig sind als symbiontenfreie und Larven einiger 
symbiontenfiihrender Arten selbst auf hochgradig gereinigtem, also 
praktisch eiweiBfreiem Zellstoff zu wachsen vermégen, so erscheint ein 
Eingreifen der Symbionten in den EiweiShaushalt der Larven wahr- 
scheinlich. 

Somit liegt die Annahme BucHNERs (1953) nahe, da die Symbionten 
den EiweiBbedarf des Wirtes durch Assimilation des atmospharischen 
Stickstoffes decken, zumal SCHANDERL (1942) bei der Hefe von Rhagiwm 
inquisitor Luftstickstoffbindung nachgewiesen haben will. Da dieser 
Autor und seine Schiiler mit anderen Hefen ahnliche Ergebnisse erzielten, 
diese Versuche jedoch bei einer Nachpriifung durch Lénnts (1943), 
ScHEFFER u. Kisrer (1950) sowie Stapp (1951) nicht reproduziert 
werden konnten, ist wohl auch diese Mitteilung ScHANDERLS mit 
Vorsicht aufzunehmen. 

W. Miiier (1934) und GRanBNER (1954) haben ebenfalls versucht, 
eine Luftstickstoffbindung der Symbionten nachzuweisen, erhielten 
aber bei Kultivierung der Hefen auf stickstofffreien Substraten kein 
nennenswertes Wachstum. 

Die meisten Autoren (BUCHNER, KocH, GRAEBNER) betrachten die 
Symbionten in erster Linie als Vitaminlieferanten. Die Nachpriifung 
dieser Annahme durch Aufzucht steriler Larven und Untersuchung 
ihres Vitaminbedarfes im Vergleich mit symbiontenftihrenden ist jedoch 
wegen ihrer langsamen Entwicklung mit groBen Schwierigkeiten ver- 
bunden. ScHomaNN (1937) konnte zwar zeigen, da8 symbiontenftihrende 
Larven langer am Leben blieben als symbiontenfreie, jedoch gelang es 
nicht, die Tiere tiber einen Zeitraum am Leben zu erhalten, der Fiit- 
terungsversuche gestattet hatte. 

GRAEBNER versuchte die Symbionten als Vitaminlieferanten dadurch 
zu kennzeichnen, daB er sie auf Glucose-Ammonsulfat-Agar in groBer 
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Menge ziichtete und ihren Wuchsstoffgehalt im T'riboliwm-Test (FR6B- 
RICH u. OFFHAUS 1953) bestimmte; sie enthielten alle die fiir das Wachs- 
tum von 7'ribolium notwendigen Stoffe. 

GRAEBNER widmete seine Aufmerksamkeit noch der Frage, ob die 
Symbionten in den EiweiShaushalt des Wirtes eingreifen. Fast alle 
Autoren, die die Symbiose der Cerambyciden untersuchten, berichten, 
da aus den Mycetomen der Larven vieler Arten laufend Hefen in den 
Darm ausgestoBen werden, sei es durch Abschniirung von Zellteilen oder 
durch Eliminierung ganzer Mycetocyten. Daraus ergibt sich die Még- 
lichkeit, daB diese Hefen verdaut werden. 

GRAEBNER konnte mit der Acridinorange-Farbung nach StRUGGER 
(1948) zeigen, daB sich im Darm der gleiche Prozentsatz an rot fluo- 
rescierenden, also toten Hefezellen findet wie in den Mycetomen. Im 
Falle einer Verdauung der Hefen miiBte dieser viel héher liegen. Nun 
wird die Brauchbarkeit dieser Methode zur Unterscheidung lebender von 
toten Zellen durch BoGEN (1952) angefochten. Jedoch zeigte W. MULLER 
(1934), dafs man Kulturen der Symbionten nicht nur aus den Mycetomen, 
sondern meist auch aus dem Darminhalt und aus den Fragingen 
erhalten kann. Dies ist nur mdéglich, wenn die Hefen den Darm un- 
verdaut passieren, so daB die Ergebnisse von GRAEBNER hierdurch eine 
Bestatigung erfahren. 

Jedoch wird durch dieses Ergebnis die Beweiskraft des Vitamin- 
gehaltes der Symbionten als Argument fiir eine Wuchsstoffbelieferung 
des Wirtes durch die Symbionten erschiittert. Da die Hefen nicht als 
Ganzes verdaut werden, sondern nur Wuchsstoffe abgeben sollen, darf 
aus ihrem Vitamingehalt keineswegs auf eine Abgabe von im UberschuB 
gebildeten Vitaminen geschlossen werden. Zudem sind diese Stoffe auch 
fiir die Hefe lebensnotwendig, so daB eine Untersuchung auf den Vitamin- 
gehalt der Symbionten in jedem Falle positiv ausfallen muB, wenn sie 
einigermafen normal gewachsen sind. 

Selbstverstandlich soll nicht geleugnet werden, daB die Symbionten 
als Vitaminlieferanten fiir ihre Wirte in Frage kommen; in einem 
Analogiefalle, bei der Symbiose der Anobiiden, konnte das sogar be- 
wiesen werden (Kocu 1933, FRAENKEL u. BLewerr 1943, Panr u. 
FRAENKEL 1950, 1954). Doch kénnen die Folgerungen von GraEBNER 
aus dem oben erwahnten Ergebnis nicht fiir alle Vitamine der B-Gruppe 
gelten, und seine Ergebnisse an zwei Rhagiwm-Hefen diirfen auch keines- 
wegs auf alle Cerambycidensymbionten tibertragen werden, was sich im 
Laufe eigener Untersuchungen gezeigt hat. 

Aus dem oben Gesagten ergibt sich, daB trotz zahlreicher Untersuchun- 
gen nur sehr wenig tiber die Funktion der Symbionten im Wirtsorganis- 
mus bekannt ist. Somit erscheint es wtinschenswert, diese Frage noch- 
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diese auf Fahigkeiten zu priifen, die der Bockkaferlarve zugute kommen 
konnen. 

BucHNER (1953) diskutiert folgende Moglichkeiten eines Eingreifens 
der Symbionten in den tierischen Stoffwechsel: 1. Belieferung des Wirtes 
mit den notwendigen Vitaminen. 2. Ausgleich des Mangels an HiweiB- 
stoffen in der Nahrung der Tiere durch zusitzliche Belieferung mit 
Aminosiuren. Den hierzu notwendigen Stickstoff soll die Hefe durch 
Bindung des atmospharischen Stickstoffes gewinnen. 

Diese beiden Gesichtspunkte wiesen die Richtung bei der vorliegenden 
Arbeit, deren Aufgabe es war, 1. Reinkulturen einiger Cerambyciden- 
symbionten zu gewinnen; 2. diese auf ihren Wuchsstoffhaushalt, das heiBt 
a) Wuchsstoff bedarf, b) Wuchsstoffabgabe zu untersuchen; 3. sie auf die 
Fahigkeit zur Abgabe von EiweiSbausteinen in das Nahrmedium zu 
priifen; 4. nochmals Versuche tiber die Bindung von atmospharischem 
Stickstoff anzustellen. 

Von der Beantwortung dieser Fragen waren Hinweise auf die Funktion 
der Hefen als Symbionten der Kaferlarven zu erwarten. 


A. Kigene Untersuchungen 


1. Material und Methodik 
a) Néhrlésungen und Nahrboden 


Als komplexes Substrat, insbesondere zum Anlegen der Stammkulturen, diente 
Malzwiirze bzw. Malzwiirze-Agar (1,5°/) pulverisierter danischer Agar). Die Wiirze 
wurde aus LOrtunDs Malzextrakt hergestellt. Dieser wurde in Leitungswasser zum 
spezifischen Gewicht von 1,025 gelost, 1 Std gekocht und vom Niederschlag ab- 
filtriert. Die so entstandene Losung hatte einen py-Wert von 5,7. 

Fiir Untersuchungen des Vitaminhaushalts der Hefen erwies sich eine ab- 
gewandelte Nahrlésung nach Raviin-THoM von folgender Zusammensetzung als 
giinstig: Glucose 50,0 g; Weinsiure 2,6g; Ammontartrat 2,6 g; Ammonium- 
dihydrogenphosphat 0,4 ¢; Ammonsulfat 0,2 ¢; Magnesiumcarbonat 0,2 g; Hisen- 
sulfat 0,05 g; Zinksulfat 0,05 g; dest. Wasser 1 1. 

Der pu-Wert der Lésung wurde gegen Merck-Spezialindicatorpapier oder mit 
Hilfe des Beckman-pxy-Meters auf 6,5—7,0 eingestellt. 

Als stickstofffreies Medium diente eine Lésung folgender Zusammensetzung: 
Glucose 50,0 g; (Weinsaure 2,5 g); Kaliumdihydrogenphosphat 0,4 ¢; Magnesium- 
sulfat 0,2 g; Hisensulfat 0,05 g; Zinksulfat 0,05 g; dest. Wasser 1 1. 

Die Kultur erfolgte, wenn nicht anders angegeben, in 100 em$-Erlenmeyerkolben 
mit 50 cm? Nahrlésung, die an 3 aufeinander folgenden Tagen je 15 min lang im 
stroémenden Dampfe sterilisiert wurden. Diese kurze Zeit wurde gewahlt, da Nahr- 
losungen mit Glucose und Weinsaiure beim Kochen gelb werden. Kine gewisse 
Verfarbung wurde auch auf diese Weise nicht vermieden und muBte in Kauf 
genommen werden. 

Die Aufbewahrung der Kulturen erfolgte, wenn nicht anders angegeben, bei 
Zimmertemperatur. 


b) Trockengewichtsbestimmungen 


Die Hefesuspension wurde 2mal durch Filter Nr.602eh von Schl. & Sch. ab- 
gesaugt und bei 90° C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
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c) Isolierungsmethoden 


Die symbiontischen Hefen wurden teils aus den Intersegmentalschlauchen der 
Bockkaferweibchen, teils aus den Mycetomen am Darm der Larve isoliert. Bei der 
Isolierung der Hefen aus den larvalen Mycetomen wurde folgendermafen vor- 
gegangen: 

Die Oberflache der mit Essigather betaubten Larve wurde griindlich mit 70°/, 
Alkohol gewaschen, dann wurde die Larve gestreckt und anschliefend nochmals 
gewaschen. Auf einem sterilen Objekttrager wurde mit einer sterilen Schere Kopf 
und Hinterende abgetrennt, der Balg der Lange nach aufgeschnitten und der Darm 
freigelegt. Dieser wurde auf einen anderen Objekttrager gebracht, in steriler 
Ringerlésung die Mycetomzone herausgeschnitten, die Nahrungsreste heraus- 
gespilt und das Darmstiick in 5mal gewechselter steriler Ringerlésung geschiittelt. 
Von da aus kam es in ein Glasschalchen mit steriler Malzwiirze. AnschlieBend 
wurde es mit einem rundgeschmolzenen, sterilen Glasstab griindlich zerrieben. 
Diese Suspension diente zur Gewinnung von Einzell-Kulturen. 

Bei der Isolierung der Symbionten aus den Kaferweibchen wurde ein verein- 
fachtes Verfahren angewendet. Nach griindlicher Oberflachensterilisation mit 
70°/, Alkohol wurde mit einer sterilen Schere die vom 8. Abdominalsegment ge- 
bildete Klappe durch 2 Schnitte seitlich am Abdomen erweitert, das Ende des 
Legerohres mit der Pinzette erfaSt und hervorgezogen. Auf diese Weise erhalt man 
Legerohr, Vagina, die beiden Intersegmentalschlauche, sowie ein Stiick des Hileiters 
und des Darmes. Auf einem Objekttrager mit steriler Ringerlésung wurde das 
Spiculum ventrale durchschnitten, der Legeapparat auseinandergezogen und so viel 
wie méglich von den Organen entfernt, daB nur die Intersegmentalschlauche mit 
ihrer Ansatzstelle iibrig bleiben. Diese wurden wie oben beschrieben weiter be- 
handelt. ; 

Zur Erzielung von Einzell-Kulturen der Symbionten wurde folgendermaBen 
vorgegangen: Einem sterilen Objekttrager wurde mit Vaseline ein etwa 1 cm hoher, 
beiderseits plan geschliffener, steriler Glasring aufgekittet, auf ein steriles Deck- 
glaschen eine diinne Schicht Wiirze-Agar ausgegossen und auf diesen mit einer 
feinen Feder oder einer diinnen Capillare Trépfchen der Hefesuspension aufgetragen. 
Ein nasser Filtrierpapierstreifen, der innen am Glasring befestigt war, sorgte fiir 
eine feuchte Atmosphare. 

Die Hefekolonien wurden unter dem Mikroskop abgenommen und auf Schrag- 
agarrohrchen tibertragen. 


2. Herkunft; Isolierung und Kultur der untersuchten Stimme 


a) Herkunft der isolierten Stimme 


Am 26.April 1956 wurden im Hardtwald siidlich von Karlsruhe (Scheiben- 
hardter Wald) unter der Rinde einer gefallten Birke Rhagiumlarven gefunden, die 
an Hand von 2 gleichzeitig aufgefundenen mannlichen Imagines, die im selben 
Stamm in der Puppenwiege lagen, als Rhagiwm mordax Deg. bestimmt werden 
konnten. Nach der oben beschriebenen Methode wurden hieraus 3 Kinzell-Kulturen 
isoliert (Stamme Rm 2, 3, 4). 

Am 6.September 1956 wurde in den Waldern oberhalb der Hedwigsquelle 
(siidéstlich von Karlsruhe) ein Weibchen von Leptura rubra L. gefangen. Die 
Intersegmentalschlauche enthielten etwa 3 grofe, runde Hefen, dazwischen 
vereinzelt Tropfenformen, deren GréBe zwischen 3 und 7 schwankte. Es wurden 
5 Hinzell-Kulturen isoliert (Lr 1—4). 

Ein am 2.Mai 1957 gefangenes Weibchen von Rhagiwm inquisitor L. wurde 
untersucht. Die Intersegmentalschlauche waren mit 2—3 yw grofen, kugeligen 
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Hefen gefiillt, dazwischen lagen vereinzelt tropfenformige Zellen. Es wurden 
5 Rinzell-Kulturen isoliert (Ri 1—5). Das Tier stammte aus dem Scheibenhardter 
Wald. ‘ 


b) Beobachtungen an Symbiontenkulturen 


Alle Hefen wuchsen auf Malzwiirze-Agar leicht an. Bei der Rm-Hefe 
konnte der von fritheren Autoren beschriebene Formwechsel der Zellen 
von Tropfenformen im Mycetom zu ovalen Zellen in der Kultur ebenfalls 
beobachtet werden. Da die Intersegmentalschliuche der Weibchen mit 
rundlichen, kleineren Zellen gefillt sind (BUCHNER halt sie fir Hunger- 
formen), trat diese Erscheinung bei der Isolierung der Hefen aus Imagines 
nicht auf. 

Alle Hefen zeigten schon in der feuchten Kammer nach 3—4 Tagen 
die Neigung zur Pseudomycelbildung. Besonders stark und typisch trat 
es bei der Leptura rubra-Hefe auf. Der auslésende Reiz hierfiir ist das 
allmahliche Austrocknen des Nahrbodens. So konnte wiederholt be- 
obachtet werden, daB die ersten Faden in den Feuchtkammern an den am 
Rande gelegenen Kulturen auftraten. Besonders starke Pseudomycel- 
bildung konnte bei der Isolierung der Rhagiwm inquisitor-Hefe in einer 
Feuchtkammer festgestellt werden, die versehentlich offen blieb. Eine 
weitere Bestatigung dafiir, da8 Trockenheit die Pseudomycelbildung 
anregt, ist die Tatsache, daB auf Schragréhrchen der feine Saum aus 
Pseudomycel zuerst zur Offnung hin auftritt. Hier ist der Agar diinner 
und verliert somit rascher Feuchtigkeit. 

Auf Wiirze-Agar sind die Kolonien der Hefe zunachst gelblich-weiB, 
feucht glinzend mit ebener Oberflaiche. Erst nach 3—4 Wochen tritt in 
der Mitte der Kolonien eine Krauselung auf, die bei der Rhagiwm mordax- 
Hefe am starksten ausgebildet ist. Bei der Leptura rubra-Hefe kommt eine 
feine Radiarstreifung hinzu. Der Rand der Kolonien ist bei der Rhagiwm 
inquisitor-Hefe fast glatt, bei den anderen Hefen leicht gelappt. Mit dem 
Austrocknen der Kulturen tritt bei allen Hefen ein feiner Saum von 
Pseudomycel auf. 

Auf Malzwiirze (px 5,7) ist bei allen 3 Hefen schon am Tage nach der 
Impfung beim Umschiitteln ein feiner Bodensatz zu erkennen. Am 
3. Tage beginnt sich ein Hefering zu bilden, die Lésung wird triib. Die 
beiden Rhagium-Hefen beginnen etwa am 10. Tag eine diinne, weibe 
Decke zu bilden, die Ende der 2. Woche wieder absinkt. Bei der Leptura 
rubra-Hefe ist die Triibung schon am Ende der 1. Woche verschwunden, 
der Hefering verstarkt sich geringfiigig. Nach etwa 4 Wochen sind 
Anfange einer Decke zu erkennen, die jedoch nicht vollstandig ausgebil- 
det wird. 

Als synthetisches Substrat ist eine modifizierte Nahrlésung nach 
RavuLin-THomM am besten geeignet. Alle 3 Hefen bilden auf dieser Lésung 
ohne Vitaminzusatz nur einen geringfiigigen Bodensatz. Allein die 
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Rhagium inquisitor-Hefe triibt nach 14 Tagen die Lésung und bildet einen 
fast 1 cm breiten weiBen Hefering und eine weiBe Decke, die sich faltet. 
Die Nahrlésung farbt sich intensiv gelb. 

GRAEBNER berichtete, daB die von ihm untersuchten Hefen in Schiittelkultur 
rascher wuchsen und mehr Substanz bildeten als in ungeschiittelten Gefafen. 
Hinweise auf dieses Verhalten ergaben sich auch im Laufe der vorliegenden Arbeit; 
da jedoch die untersuchten Hefen als ausgesprochene Aerobier einen hohen Sauer- 
stoffbedarf haben, ist diese Erscheinung sicher auf bessere Durchliiftung der 
Nahrlésung beim Schiitteln zuriickzufiihren. Deshalb wurde sie auch nicht weiter 
verfolgt. 

Die geschilderten Merkmale stimmen recht gut mit den Angaben in der 
Literatur tiberein. Weitere Versuche zur Festlegung morphologischer 
Merkmale wurden nicht unternommen, da die Bestimmung der isolierten 
Hefen durch das Centraalbureau voor Schimmelcultures in Baarn 
erfolgte. 


c) Die systematische Stellung der Cerambycidensymbionten 


Auf Grund der Untersuchungen von BucHNER, SCHOMANN u. GRAEB- 
NER scheinen innerhalb der symbiontenfitithrenden Bockkafer 2 Gruppen 
zu bestehen, deren Symbionten systematisch verschieden sind. Wahrend 
die Intersegmentalschlauche der meisten untersuchten Arten mit 
typischen Hefezellen gefiillt sind, finden sich bei den Asemini, Saphanini 
und Spondylini in diesen Organen Sporen vor. 

Uber die systematische Stellung der Hefen dieser 3 Kafergruppen ist 
noch nichts bekannt. Es liegt nur eine Nachricht tiber die erfolgreiche 
Isolierung eines Symbionten vor, und zwar berichtet ScHIMITSCHEK (1929) 
iiber die Kultur zweier Tetropiwm-Hefen. Sie gelang leicht auf Bier- 
wiirze-Agar. Diese Feststellung wird neuerdings von GRAEBNER (1954) 
in Zweifel gezogen, dem die Kultur keiner der 3 heimischen Tetropiwm- 
Hefen gelang. 

Ebensowenig Erfolg hatte Hzxrrz (1927) bei einem Versuch, die 
Symbionten von Spondylis buprestoides zu kultivieren. So bleibt vorlaufig 
als einziges Kriterium fiir die systematische Stellung dieser Symbionten 
die Sporenform, die sehr an Sporen von Willia oder Endomyces capsularis 
erinnert (ScHOMANN). Uber die Zugehérigkeit der Symbionten der 
Asemini, Saphanini und Spondylini kann somit noch nichts ausgesagt 
werden. 

Dagegen wissen wir recht gut Bescheid iiber die Zugehérigkeit der 
Symbionten der Lepturini. Bei einigen Arten gelingt die Kultur sehr leicht 
und ist wiederholt durchgefiihrt worden. So konnten die von W. MUL- 
LER (1934) isolierten Stamme durch DippEns u. LoppeER als Candida 
tropicalis var. rhagii beschrieben werden. GRAEBNER betrachtete die von 
ihm aus Rhagium bifasciatum und Leptura rubra isolierten Stémme als 
Candida tenwis Diddens et Lodder, beim letzteren halt er auch die 
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Zugehorigkeit zu Candida parapsilosis (Ashf.) Langeron et Talice fir 
moglich. 

ScHANDERL (1942) dagegen bezeichnete die von ihm aus Rhagium 
inquisitor isolierte Hefe als Mycoderma bispora Baltatu. Diese Angabe 
fand Eingang bei Bucuner (1953). Um diesen Widerspruch in der 
Literatur zu klaren, wurden die im Laufe der vorliegenden Untersuchun- 
gen isolierten Stémme Ri 4, Rm 4 und Lr 4 an das Centraalbureau voor 
Schimmelcultures in Baarn zur Bestimmung eingesandt, deren Unter- — 
suchung folgendes Ergebnis erbrachte: 

Ri 4 (isoliert aus Rhagiwm inquisitor): Die Hefe ist Candida guillier- 
mondii (Cast.) Langeron et Guerra sehr ahnlich, unterscheidet sich jedoch 
durch starkere Hautbildung und Assimilation von Erythrit von der 
Beschreibung WICKERHAMS. 

Rm 4 (isoliert aus Rhagium mordax): Die Hefe konnte nicht identi- 
fiziert werden. Sie gehért ebenfalls der Gattung Candida an. 

Lr 4* (isoliert aus Leptura rubra): Der Stamm ahnelt der Candida 
parapsilosis var. intermedia, die Garung ist jedoch schwacher als bei 
dieser Varietat. Er ist somit ebenfalls nicht genau zu identifizieren. 


Die Hefestiimme fanden Aufnahme in die Sammlungen des Centraalbureau voor 
Schimmelcultures in Baarn. 


3. Der Vitaminbedarf der symbiontischen Hefen 
a) Der Biotin- und Aneurinbedarf 

Aus den bisher geschilderten Beobachtungen geht in Ubereinstimmung 
mit der Literatur hervor, da8 die Symbionten auf rein synthetischen 
Medien viel schlechter wachsen als auf komplexen Substraten. GRAEB- 
NER fiihrt dieses Verhalten darauf zuriick, da anorganischer Stickstoff 
von den Hefen nur schlecht verwertet wird. Jedoch die Tatsache, daB 
die ki-Hefe auf Raulin-Thom-Lésung recht gut zu wachsen vermochte, 
wahrend die beiden anderen Hefen dazu nicht in der Lage waren, schien 
eher auf eine Vitaminheterotrophie hinzudeuten. Da bei Hefen, insbe- 
sondere bei Candida-Arten, meist die Fahigkeit zur Biotin- oder Aneurin- 
synthese fehlt, muBten Versuche in dieser Richtung unternommen werden. 

Schon Vorversuche ergaben, daf diese beiden Vitamine das Wachstum 
der Hefen stark foérdern. Um diese Verhaltnisse genauer kennen zu lernen, 
wurde das Wachstum auf Nahrlésungen, denen Biotin, Aneurin oder 
beide Substanzen gleichzeitig zugesetzt worden waren, mit dem Wachs- 
tum auf vitaminfreien Lésungen verglichen. 


‘Nach Abschlu8 vorliegender Arbeit erhielten wir vom Centraalbureau voor 
Schimmelcultvres in Baarn die Mitteilung, da8 auf Grund der dortigen Unter- 
suchungen Stamm Lr 4 zu Candida tenuis Diddens et Lodder zu stellen ist. Dieser 
Befund steht in vélligem Einklang mit den Feststellungen GRAEBNERs (1954). Frau 


N. J. W. Kreeer-Van Ris sei an dieser Stelle fiir ihre Bemiihungen bestens 
gedankt. 
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Die Untersuchungen wurden an je 3 Stammen der 3 symbiontischen Hefen 
durchgefiihrt. Mit jedem dieser 9 Stamme wurden 12 Kolben beimpft, von denen 
3 Raulin-Thom-Nahrlésung ohne Vitaminzusatz enthielten. Zu je 3 weiteren 
Kolben wurde Aneurin (1 nig/l), Biotin (0,1 mg/l) und beide Vitamine gleichzeitig 
in den angegebenen Konzentrationen gegeben. 

Um eine Beeinflussung der Ergebnisse durch aus: den Stammkulturen ver- 
schleppte Stoffe zu vermeiden, wurden die Hefen zunachst auf Kolben mit vitamin- 
freier Nahrlésung iiberimpft. Diese Kulturen dienten nach einer Woche zur Be- 
impfung des Versuches. Die Hefen werden durch den relativ kurzen Aufenthalt in 
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Abb. 1. Abhangigkeit des Trockengewichtes der symbiontischen Hefen vom Vitamingehalt der 
Nahrlésung. Durchschnittswerte von je 3 Parallelbestimmungen 


der vitaminfreien Loésung kaum geschadigt, simtliche fiir das Wachstum der 
Hefen erforderlichen Substanzen, die bei der Impfung von der Stammkultur mit- 
geschleppt wurden, werden jedoch verbraucht und konnen den Versuch nicht 
stoéren. Dieses Verfahren hat gegentiber der tiblichen Methode, die Zellen durch 
wiederholtes Aufschwemmen in sterilem dest. Wasser und anschlieBendes Zentri- 
fugieren zu reinigen, den Vorteil, daB es viel weniger Arbeit erfordert und daB die 
Gefahr, die Impfsuspensionen durch Infektionen zu verunreinigen, auf ein Mindest- 
ma beschrankt wird. 

Nach4 Wochen wurde das in diesem Versuch mitden Stammen Ri 4, Rm 4 
und Lr 4 erzielte Trockengewicht bestimmt (Abb.1). Die mit den anderen 
Stémmen erhaltenen Werte stimmen hiermit gut tiberein. Das Ergebnis 
zeigt, daB die bisherige Ansicht, die Cerambycidensymbionten bendtig- 
ten keinerlei Wuchsstoffe, nicht zutrifft. Zwei der drei untersuchten 
Symbionten erwiesen sich als ausgesprochen vitaminheterotroph. Die 
Rm-Hefe bensdtigt Biotin, die Lr-Hefe Biotin und Aneurin zu ihrem Wachs- 
tum. Nur die Ri-Hefe vermag auch ohne diese Vitamine zu wachsen. 

Nach den Untersuchungen von GRAEBNER (1954) erscheint dieses 
Ergebnis zunachst tiberraschend. Jedoch ergibt sich aus seiner Tab.6, 
daB auch seine Organismen vitaminheterotroph waren. Denn er konnte 
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nur mit den keineswegs vitaminfreien Peptonen als Stickstoffquelle ein 
gutes Wachstum erzielen, wihrend das Wachstum bei Verwendung reiner 
Substanzen das der stickstofffreien Kontrolle kaum tibertraf. 

Abb.2 zeigt, daB auch die Ri-Hefe durch Biotin sehr stark gefordert 
wird. Die Versuchsanordnung war die gleiche wie bei Versuch 1, nur 
wurde das Trockengewicht nach verschiedenen Zeiten bestimmt. Die 
Wachstumskurven zeigen, daB auch diese Hefe zu Beginn des Wachs- 
tums durch Biotin stark geférdert wird und 
erst nach langerer Entwicklung selbst ge- 
niigende Mengen dieses Wirkstoffs bildet. 
Die Biotinproduktion der Zellen tritt 
somit als die Wachstumsgeschwindigkeit 
begrenzender Faktor in Erscheinung. 

Diese Ergebnisse warfen drei Fragen 
auf, deren Beantwortung wichtig schien: 
1. Handelt es sich bei dem Biotinbedarf der 
Hefen Rm und Lr um eine vollige Hetero- 
ao it bi trophie oder bendétigt die Hefe, wie dies 

/ GRAEBNER fiir Wuchsstoffe der Anobiiden- 
symbionten diskutiert, das Vitamin nur 
zum Anwachsen und bildet es in der 
Folge selbst? — 2. Die Leptura rubra- 
LE Ce carne eR Hefe erwies sich als aneurinheterotroph. 
mit Aneurin und Biotin. Durch- _Bendtigt sie beide Bausteine dieses Vit- 
i Ng nce, ad ee ae amins oder kann sie einen davon selbst 
peoacing Aneurin; —-—-—An.+ Bi. aufbauen? — 3. Die Untersuchungen auf 

Assimilierbarkeit verschiedener Stickstoff- 
quellen wurden bisher ohne Zusatz von Vitaminen durchgefiihrt. Wie 
andert sich das Bild, wenn Biotin zur Verfiigung gestellt wird? 
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b) Die Biotinabhingigkeit der symbiontischen Hefen 

GRAEBNER konnte zeigen, da die Anobiidensymbionten die Wuchs- 
stoffe, die sie zum Anwachsen bendétigen, in der Folge selbst bilden kénnen. 
Es wurde nun untersucht, ob bei den biotinheterotrophen Cerambyciden- 
hefen in bezug auf dieses Vitamin ein ahnlicher Fall vorliegt. Wenn die 
Vermutung von GRAEBNER zutrifft, durfte das Trockengewicht der zu 
untersuchenden Hefen keine lineare Abhangigkeit von der im Substrat 
vorhandenen Biotinmenge zeigen und bei Zugabe einer bestimmten 
Minimalmenge muBte ein sprunghafter Anstieg erfolgen. Zur Beantwor- 
tung dieser Frage wurden die beiden biotinheterotrophen Hefen untersucht. 

In je 18 Kolben kamen zu 50 cm? vitaminfreier bzw. fiir die Zr-Hefe aneurin- 


haltiger Nahrlésung jeweils um 0,2 y steigende Biotinmengen, so da’ je 3 Parallel- 
kulturen mit Biotinmengen von 0—1 y vorlagen. Nach der Sterilisation wurde mit 
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den zu untersuchenden Hefen, die iiber eine Passage wuchsstofffrei kultiviert 
worden waren, beimpft. Nach 4 Wochen wurde das Trockengewicht der Rm-Hefe, 
nach 6 Wochen das der langsamer wachsenden Lr-Hefe bestimmt. 

Abb.3 1a8t erkennen, da8 beide Hefen von der verfiigbaren Biotin- 
menge abhangig sind. Der flache Verlauf der Kurve bei der Lr-Hefe ist 
wohl auf das ungiinstige Verhaltnis der Biotin- und Aneurinmenge im 
Medium zuriickzufiihren. Eine Wiederholung des Versuches bestatigte 
das Ergebnis. Von einer Nachpriifung bei 
Zusatz von Pyrimidin (siehe den folgenden ™J 
Abschnitt) oder verringerter Aneurinmenge 
wurde wegen des langsamen Wachstums 
dieser Hefe abgesehen. 300 

Die am Anfang dieses Kapitels erwahnte 
Feststellung von GRAEBNER ist vermutlich 
nicht auf Stoffe zurtickzufiihren, die mit den 
tiblicherweise als Vitamine bezeichneten 
Substanzen identisch sind. Nach den Aus- 
fiihrungen dieses Autors mu8 es sich um 
thermolabile Stoffe handeln, die den Sttodrepa- 
Hefen das Anwachsen auf Nahrbéden ermég- 
lichen, auf denen sie sonst nicht FuB fassen pee eran 
kénnen. Dies und die Tatsache, daB die cwalse Corsaihercideuhefon 
Hefen diese Stoffe wahrend ihres Wachstums 
selbst ins Substrat abscheiden, laBt wohl den SchluB zu, daB es sich 
hierbei um die von TayLor (1954) sowie RAIBLE u. Busou (1957) beob- 
achteten, die Induktionsphase (lag-phase) verkiirzenden Stoffe handelt. 


py biotin 


c) Die Aneurinheterotrophie der Leptura rubra-Hefe 

DaB Mikroorganismen in der Lage sind, nur eine der beiden Kompo- 
nenten des Aneurinmolekiils aufzubauen, ist durch ScHopreEr (1939) 
bekannt. Um zu priifen, ob bei der Lr-Hefe ebenfalls eine beschrankte 
Synthesefahigkeit vorliegt, wurde die von F. W. MULLER u. ScHop- 
FER (1937) beschriebene ,,kiinstliche Symbiose“‘ von Mucor ramannianus 
und Rhodotorula rubra herangezogen. 

In biotinhaltiger Nahrlésung wurden Rhodotorula rubra, Mucor ramannianus 
und die Lr-Hefe einzeln geimpft, dann je zwei der Pilze gemeinsam. Die Kulturen 
der Testpilze stammten aus den Sammlungen des Botanischen Institutes. 

Es zeigte sich, daB die Lr-Hefe Mucor ramannianus forderte, wah- 
rend die Gegenprobe negativ blieb. In einem weiteren Versuch wurde das 
Myceltrockengewicht von Mucor ramannianus bestimmt. 

Der Pilz wurde auf der iiblichen Nahrlésung mit Biotinzusatz (um der Lr-Hefe 


das Wachstum zu erméglichen) sowohl allein, als auch im Mischtest mit Rhodo- 
torula rubra und der Lr-Hefe kultiviert. Die Partner waren tiber eine Passage auf 
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aneurinfreier Nahrlosung vorkultiviert. Um bei der Trockengewichtsbestimmung 
die Hefe méglichst auszuschalten, wurden weitporige Rundfilter (Schl. & Sch. 
Nr. 604) verwendet und das Mycel von Mucor mit dest. Wasser so lange gespiilt 
und ausgequetscht, bis das Filtrat klar blieb. 


Tab.1 zeigt die Werte nach achtwéchigem Wachstum. Um dieses 
Ergebnis zu sichern, wurde das Wachstum der Hefe in biotinhaltiger 


Tabelle 1. Trockengewicht von Mucor raman- 
nianus im Mischtest mit Rhodotorula rubra 
und der Lr-Hefe 
(Werte in Milligramm) 

ee js 
Mucor allein i | 14,7 TES 15,0 


Mucor + Rhodot. 301,2 | 368,9 | 360,7 
Mucor + Lr-Hefe 366,7 | 383,2 | 356,9 


Nahrlésung mit Aneurinzusatz (1 y/cm*) 
mit dem Wachstum bei Zugabe 
aquivalenter Mengen von Pyrimidin 
Abb. 4, Wachstum der fae eh yobs laine oie wee dani 
Thiazol, Pyrimidin und Aneurin, Vverglichen. Als Kontrolle diente dieselbe 
S ppneuirotle + Thiazols — win Losung ohne Zusatz dieser Stoffe. Das 
Ergebnis zeigt Abb. 4. 

Der Symbiont von Leptura rubra kann also wohl das Thiazol, nicht 
aber das Pyrimidin selbst aufbauen. Fiir eine Belieferung des Wirtes mit 
Aneurin kommt er somit offenbar nicht in Frage. 


d) Die Assimilation verschiedener Stickstoffquellen 

Obwohl schon Herrz (1927), ScurmrrscHEk (1929), Exsiom (1932), 
W. Miier (1934) und GrakBNER (1954) erkannten, da die sym- 
biontischen Hefen auf komplexen Nahrbéden viel besser wachsen als auf 
rein anorganischen, und obwohl man wuBte, daf sich das Wachstum der 
Hefen durch Zusatz von Hefeextrakten oder durch Verwendung kom- 
plexer Stickstoffquellen stark fordern liBt, gelang erst in der vorliegen- 
den Arbeit der Nachweis, daB diese Organismen zum Teil ausgepragt 
vitaminheterotroph sind. 

Somit erscheint es notwendig, die Untersuchungen dieser Autoren tiber 
die Verwertbarkeit verschiedener N-Quellen nachzupriifen. Wahrend 
namlich die Assimilation verschiedener C-Quellen in anorganischem 
Substrat entweder unter Zusatz von Hefeextrakten (MULLER) oder 
unter Verwendung von Peptonen als N- Quelle (GRAEBNER) gepriift wurde, 


muBten diese Substanzen bei der Prifung auf Verwertbarkeit von 
N-Quellen fehlen. 
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Als Mafstab diente die Wachstumsgeschwindigkeit der Hefe in dem betreffenden 
Medium (Trockengewichtsbestimmung bei den schnell wachsenden Rhagium-Hefen 
nach 6 Tagen, bei der Lr-Hefe nach 3 Wochen). 

Bei dieser Art der Auswertung machte sich zunachst der Einflu8 der Induktions- 
phase sehr stark bemerkbar. In Nahrlésungen mit Harnstoff und Harnsaure 
dauerte es lange, bis das Wachstum kraftig einsetzte. Um diese Stérung auszuschalten, 
wurden von jeder Stickstoffquelle 4 Kolben vorbereitet. Eine Ose voll Hefe aus der 
Stammkultur wurde in 50 cm? dest. Wassers suspendiert und hiermit zunadchst je 
ein Kolben beimpft. Nach einwéchigem Wachstum wurden die Hefen aus diesen 
Kulturen jeweils auf die 3 restlichen Kolben tibertragen und diese wie oben be- 
schrieben ausgewertet. So konnten sie sich an das vorhandene Medium anpassen, 
so daB das Wachstum gleichmaBig einsetzte. 

Da bei der angewendeten Methodik den Hefen vergleichbare Stickstoffmengen 
zur Verfiigung gestellt werden muBten, wurden die zu priifenden Substanzen dem 
Medium so zugesetzt, daB die Lésung stets 0,1°/, N enthielt. In 500 em? Nahrlésung 
waren also enthalten: 

--- Kontrolle; 3,1 g Ammontartrat; 3,6 g Kaliumnitrat; 1,1 ¢ Harnstoff; 1,5 g 
Harnsaure; 3,2¢ d,l-Alanin; 5,0g 1(+)-Glutaminséure; 9,2 g¢ Merck-Pepton 
aus Fleisch. (Laut Mitteilung der Fa. E. Merck enthalt deren Pepton etwa 
13,5°/, N.) 

Als Grundnahrlésung diente eine stickstofffreie Lésung mit Weinsaure (siehe 
S. 308) und Biotin- (fiir die Lr-Hefe auch Aneurin-)Zusatz. Um die mit den 
3 Hefestammen erhaltenen Werte miteinander vergleichen zu kénnen, wurde das 
mit Ammontartrat als N- Quelle erzielte Trockengewicht gleich 100 gesetzt und die 
anderen Werte in Prozent dieses Betrages ausgedriickt. 

In den Versuchen mit der im sauren Bereich unléslichen Harnsiure muBte diese 
zur Bestimmung des Trockengewichtes durch Zusatz von 3 cm* 50°/, KOH je 
Kolben gelést werden. Da die nunmehr stark alkalische Lésung nur kurze Zeit auf 
die Hefezellen einwirkte, sind gréBere Substanzverluste nicht zu befiirchten. 


Zur Wahl der N- Quellen ist folgendes zu sagen: Als mégliche Funktion 
der Hefe wird eine Versorgung des Wirtstieres mit EiweiBbausteinen 
diskutiert. Als N-Quellen hierfiir kommen insbesondere anorganische 
Verbindungen sowie Abfallprodukte des tierischen Stoffwechsels in Frage. 
Es muBte vor allem die Verwertbarkeit von Nitrat, Ammonium, Harn- 
stoff und Harnséure untersucht werden. Weniger wichtig erschien der 
Vergleich verschiedener Aminosduren, da Unterschiede im Wachstum 
der Hefe nicht auf die Verwertbarkeit der Aminogruppe, sondern auf die 
biologische Eignung des Grundgeriistes zuriickzufiihren sind. Ahnlich 
liegt der Fall bei Peptonen verschiedener Herkunft. Wie GRAEBNER 
zeigte, sind alle brauchbare Stickstoffquellen. Aus diesen Griinden wur- 
den nur einfache Aminosauren und Merck-Pepton aus Fleisch zum Ver- 
gleich herangezogen. 


Zur Priifung der Verwertbarkeit von Ammonium diente zunachst Ammonsulfat 
in einer weinsaurefreien Nahrlésung. Es erwies sich jedoch als ungiinstig, da beim 
Verbrauch des Ammoniums Schwefelsaure freigesetzt wird. Diese la8t den py- Wert der 
Lésung bis auf 2,6 absinken, so daB die Hefe das Wachstum vorzeitig einstellt. Aus 
diesem Grunde wurde das Sulfat durch Tartrat ersetzt und die Nahrlésung durch 
Weinsaurezusatz noch stirker gepuffert. 
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Die Versuchsergebnisse sind der Tab.2 zu entnehmen. Mit Ausnahme 
des Nitrates werden alle gebotenen Stickstoffquellen recht gut verwertet. 
Harnstoff erweist sich in Ubereinstimmung mit W. MéLLER und im 
Gegensatz zu GRAEBNER als gute N- Quelle. Vielleicht ist der Unterschied 
in den Ergebnissen der beiden Autoren darauf zuriickzufihren, da8 in 
einem Fall mit dem Harnstoff Spuren von Biotin eingeschleppt wurden. 
Das in den genannten Arbeiten als ausgezeichnete N- Quelle erwahnte Pep- 
ton erweist sich als gut verwertbar, verliert jedoch bei Anwesenheit der 
von den Organismen bendtigten Vitamine véllig seine Vorrangstellung. 


Tabelle 2. Das Wachstum der symbiontischen Hefen mit verschiedenen Stickstoffquellen 
(Werte in Prozent des mit Ammontartrat erzielten Trockengewichtes) 


EEE EEEEEEEESE Se 


N- Quelle Ri-Hefe Rm-Hefe Inr-Hefe 
Dc La ai le a | a te | 
Ammontartrat 100 100 100 
Kaliumnitrat _ — — 
Harnstoff 92 84 48 
Harnsaure 23 42 36 
d,l-Alanin 70 24 104 
l(+)-Glutaminsaure 97 154 69 
Pepton (Fleisch) ily wey 58 76 
Kontrolle — = = 


Nun sei noch kurz auf eine Frage eingegangen, die als langst beant- 
wortet gelten miiBte, wenn sie nicht noch in Arbeiten neueren Datums 
diskutiert worden ware: Die angebliche Luftstickstoffbindung der Hefen. 

Seit ScHaNDERL (1940, 1942, 1947) und Fret (1942) Versuche tiber die Bindung 
von atmosphirischem Stickstoff an verschiedenen Kahmhefen, unter anderem auch 
an einer aus Rhagium inquisitor isolierten Hefe machten, werden ihre Angaben 
immer wieder als Argumente fiir eine Belieferung der Bockkiaferlarven mit EiweiB- 
bausteinen zitiert. Bereits in der Einleitung wurden die Autoren genannt, die 
ScHANDERLS Befunde nachpriiften, ohne sie bestatigen zu kénnen. 

Auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden viele Versuche ge- 
macht, die Hefen auf stickstofffreien Nahrlésungen zu kultivieren, zum Teil 
unter Zusatz von Molybdan, sowie von Biotin, jedoch ohne daB die Ent- 
wicklung iiber die Bildung eines geringfiigigen Bodensatzes hinausging, 
dessen Trockengewichte bei 1—2 mg lagen. In einem Falle wurden 
Kulturen sogar neun Monate lang beobachtet, ohne da starkeres Wachs- 
tum erfolgte. Da bei der geringen Zellmasse der Stickstoff analytisch 
nicht mehr erfaBbar ist, wurde von Stickstoffbestimmungen abgesehen. 
Selbst in schwach alkalischem Medium, das nach FREt fiir eine Stickstoff- 
assimilation erforderlich ist, konnte kein erwahnenswertes Wachstum 
erzielt werden. 

Auf Grund dieser Versuche, auf die ausfiihrlich einzugehen sich nicht 
lohnt, muB die Fahigkeit der symbiotischen Hefen zur Luftstickstoff- 
bindung verneint werden. 


Physiologische Untersuchungen an Cerambycidensymbionten 319 


e) Untersuchungen iiber das Auftreten der ,Symbioseform<‘ 


Bei mikroskopischer Durchsicht der Kulturen mit verschiedenen 
N-Quellen zeigte sich, daB in den mit Harnstoff angesetzten viele Zellen 
Tropfenform zeigten und so den Symbionten aus den larvalen Mycetomen 
glichen. Ahnliches hatte GramBNER in Kulturen mit Xylose als C- Quelle 
festgestellt. Zur genaueren Untersuchung wurden die Hefen auf Nahr- 
lésungen geimpft, die Glucose oder Xylose als C- und Ammontartrat 
oder Harnstoff als N- Quelle enthielten. 


Die Nahrlésungen hatten die gleiche Zusammensetzung wie die Lésungen zur 
Priifung auf Assimilierbarkeit von N-Quellen. An Vitaminen wurden Aneurin und 
Biotin gegeben. Der Versuch wurde nach 1 Woche ausgewertet. 

Beim Auszahlen der Zellen bewahrte sich folgende Anordnung: Ein selbst an- 
gefertigter Millimeterraster auf Celluloid wurde in die Blendenebene des Mikroskop- 
okulares eingelegt. Bei 500facher VergréBerung entsprach 1mm des Rasters 
0,035 mm in der Objektebene. Ausgezihlt wurde in einem Quadrat von 4x4 mm. 
Die Dichte der auf den Objekttrager gebrachten Zellsuspension wurde so gewahlt, 
daB sich je auszuzaihlendes Feld 100—200 Zellen befanden. 


Tabelle 3. Das Auftreten der ,,Symbioseform“ in Kulturen mit Xylose 
und Harnstoff 


Glucose Glucose Xylose _Xylose 
Ammontartrat Harnstoff Ammontartrat Harnstoff 
"lo "ly °F %%o 
Ri 5 15 5 21 
Rm 13 on 24 32 
Ir 4 23 4 4 


Das Ergebnis des Versuches zeigt Tab.3. Die Zahlen geben die Anzahl 
der Tropfenformen in Prozent der Gesamtzellenzahl wieder. Harnstoff 
verursachte ein haufigeres Auftreten der stalagmoiden Zellform, Xylose 
nur bei der Rm-Hefe. 


4. Die Vitaminbildung der symbiontischen Hefen 
a) Methodik 


Die Bestimmungen des Vitamingehalts bewachsener Nahrlésungen wurden im 
Max-Planck-Institut fiir medizinische Forschung in Heidelberg durchgefiihrt!. 

Teststamme. Fiir die mikrobiologische Bestimmung der von den Symbionten 
abgegebenen Vitamine wurden folgende Organismen als Teststémme verwendet: 
1. Lactobacillus fermenti Strain 36, ATCC Nr. 9338 zur Bestimmung von B,. 
2. Saccharomyces carlsbergensis, ATCC Nr. 9080 zur Bestimmung von B,. 3. Entero- 
coccus IG Au zur Bestimmung von B,, Nicotinséure, Pantothensiure und Folsiure.— 
Die Kulturen dieser Organismen stammten aus den Sammlungen des Institutes. 


1 An dieser Stelle sei Herrn Dr. E. F. MOuter fiir die Einfiihrung in die Methoden 
der mikrobiologischen Vitaminbestimmungen sowie fiir die Uberlassung eines 
Arbeitsplatzes und der erforderlichen Gerate und Chemikalien bestens gedankt, 
ebenso Frau H. MAnruern fiir ihre Hilfe bei der Durchfiihrung der Tests. 
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Lactobacillus fermenti wurde auf Bacto B,,-Agar von Difco kultiviert. Der Stamm 
wurde alle 4 Wochen auf frisches Medium iibertragen. Saccharomyces carlsbergensis 
und Enterococcus IG Aw wuchsen auf einem Nahrboden folgender Zusammen- 
setzung: Nahrbouillon, Standard I, Merck 12,5 g; Pepton aus Fleisch, Merck 5,0 g; 
Natriumchlorid 1,5 g; Natriumhydrogenphosphat 1,0 g; Magnesiumchlorid 10 mg; 
Saccharose-Hydrolysat, 40°/,, 12,5 cm?; Agar-Agar 12—13 g; dest. Wasser 487,5 cm?. 

Die Kulturen wurden alle 3 Monate auf frisches Medium iiberimpft. Die Bak- 
terienkulturen wurden bei 37°, die Hefekulturen bei 28° aufbewahrt. Samtliche 
Kulturen wuchsen in Reagensglasern, die mit Kapsenberg-Kapseln verschlossen 
waren. 

Testmedien. Fiir die Aneurinbestimmung mit Lactobacillus fermenti wurde 
folgendes Medium verwendet (jeweils je Rohrchen): Caseinhydrolysat nach 
Sxrces 0,3 cm?; Saccharosehydrolysat, 40°/,, 0,3 cm?; Adenin-, Guanin-, Uracil- 
losung, je 10mg-9/,, 0,6 cm®; Xanthinlésung, 20mg-°/5, 0,3 em?; Pantothensaures Ca, 
Lésung von 60 y/cm, 0,002 cm?; Nicotinsaurelésung, 1 mg-°/,, 0,3 cm?; B, - HCl- 
Lésung (Adermin), 12 mg-°/), 0,2 cm; p-Aminobenzoesaurelésung, 1/8 mg-°/5, 
0,1 cm?; Cysteinlésung, 0,24°/), 0,1 em?; Tryptophanlésung, 0,24°/5, 0,1 em?; Salz- 
losung Ia 1,0 cm?; Na-Acetat 120mg; K,HPO, 15 mg; dest. Wasser ad 4,4 em’. 
Der pu-Wert wurde auf 6,5 eingestellt. 

Als Medium fiir Enterococcus IG Aw diente bei den Bestimmungen ein modi- 
fiziertes Medium nach Mé~uER, WEYGAND u. WACKER (1949) von folgender Zu- 
sammensetzung (je Réhrchen): Caseinhydrolysat, 20°/, nach SKxaes, 0,3 em; 
Saccharosehydrolysat, 40°/,, 0,3 cm*; Xanthinlésung, 20 mg-°/o, 0,3 em’; Adenin-, 
Guanin-, Uracillésung, je 10 mg-°/),0,6 em; (Folsdurelésung, 0,1 mg-°/,, 0,1 em’); 
B, + Cl: HCl-Lésung, 6mg-°/9, 0,02 cm; (Pantothensaures Ca, Lésung von 60 y/cm, 
0,002 cm’); (Nicotinsdiure, 1mg-°/), 0,3cm); (B,-Lésung, 1 mg-9/,, 0,2 em’); 
B,-* HCl-Lésung, 12 mg-°/o, 0,2 cm?; p-Aminobenzoesiure, 1/8 me-0/ 10:1 ems 
d-Biotin, 1 y/em? in 5°/, Methanol, 0,1 cm?; Pyridoxaminlésung, 1,2 mg-°/,0,02 em®; 
Salzlésung Ia 1,0 cm’; Na-Citrat: 0,15 g; K,HPO, 0,015 g; Cystein-HCl 0,24 mg; 
1-Tryptophan 0,24 mg; l-Asparagin 0,6 mg; d,l-Alanin 1,2 mg; Tween 80 6,0 mg; 
dest. Wasser ad 4,4 cm*. Der py-Wert wurde auf 7,2 eingestellt. 

Fiir den B,-Test mit Saccharomyces carlsbergensis wurde ein modifiziertes 
Medium nach ATKIN, WritiaMs, ScuutrTz u. Frey (1944) folgender Zusammen- 
setzung verwendet (je Réhrchen): Salzlésung Ia 0,5 em*; Salzlésung V 2,5 em? ; 
Na-Citrat 60 mg; Ca(NO,), 1 mg; Caseinhydrolysat nach Sondervorschrift, 20°/) 
0,01 cm?; Glucose 0,25 g. Lésen, mit konz. HCl auf py = 5 einstellen. — B,- 
Cl- HCl, 6 mg-°/,, 0,02 cm’; (B,-HCl-Lésung, 12mg-°/),0,01 em); d-Biotin, 1 y/cm* 
in 5°/, Methanol, 0,2 cm?; Inosit, 0,1°/) Lésung, 0,04 cm; Pantothensaures Ca, 
Lésung von 60 y/cm3, 0,05 cm’; Nicotinséurelésung, 1 mg-°/), 0,3 cm*; p-Amino- 
benzoesiurelésung, 1/8 mg-/,, 0,3 cm; Asparaginsiure 0,6 mg; dest. Wasser ad 
4,4 cm?°. 

Die Lésungen, deren Zusammensetzung aus den obigen Angaben nicht zu 
entnehmen ist, wurden wie folgt angesetzt: 

Salzlésung Ia: MnCl,-4H,O 150 mg; Fe III-Citrat 500 mg; MgSO,: 7H,O 
5 g; dest. Wasser ad 1 1.— Salzlésung V: KH,PO, 1 g; Na,HPO, 2 g; (NH4).SO, 
6 g; dest. Wasser ad 1 1. 

Caseinhydrolysat, Sondervorschrift: 100 g Casein werden mit 250 cm* 2n 
HCl 2mal 90 min bei 120° autoklaviert, durch Faltenfilter filtriert, mit 33,5 cm? 
70°/, KOH auf px = 3 eingestellt und durch Glasfilter G 3 abgenutscht. Nach 30 min 
Riithren mit 10g Aktivkohle wird durch eine Porzellannutsche, deren Rundfilter 
vorher mit einer Aufschlammung von 20¢ Kieselgur beschickt war, abgesaugt. 
Nach dem Auffiillen auf 500 cm? wird 15 min bei 120° autoklaviert. 
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Saccharosehydrolysat, 40°/,: 400 g Saccharose werden in 500 cm? Wasser 
gelést, mit 5 cm* 2n HCl versetzt und 1 Std gekocht. Dann werden 4 g Aktivkohle 
zugegeben, die Lésung noch einmal aufgekocht, abgenutscht und auf 1 | aufgefiillt. 

Samtliche Lésungen wurden unter Toluol aufbewahrt. 

Versuchsansatze: Fiir die Vitaminbestimmungen wurden in die jeweils 
erforderliche Anzahl von Reagensglasern je 4,4 cm? der betreffenden Nahrlosung 
pipettiert. Vier Réhrchen dienten als Kontrolle. Zu zweien kamen je 1,6 cm? dest. 
Wasser, die beiden anderen erhielten einen Zusatz von 1,6 cm? der unbewachsenen 
Nahrlésung nach Ravtry-Tuom. In 8 weiteren Réhrchen wurde eine Testreihe 
angesetzt. Hier wurde eine Lésung des zu testenden Vitamins so zugesetzt, daB 
jedes Réhrchen doppelt so viel Vitamin enthielt als das vorhergehende. Genau so 
wurde mit den restlichen Réhrchen verfahren, nur da8 anstatt der Vitaminlésung 
die von den symbiontischen Hefen bewachsene Nahrlésung zugesetzt wurde. Mit 
dest. Wasser wurde auf 6 cm? je Réhrchen aufgefiillt. Die Vitaminlésungen wurden 
in folgenden Konzentrationen angewendet: B,Cl - HCl 6/512 mg-°/); B, 1/64 mg-°/); 
B, * HCl (Adermin) 12/500 mg-°/); Nicotinsaéure 1/16 mg-°/,; Folsaure 0,1/64 mg-°/); 
Pantothensaures Ca 6/16 y/cm?. 

Die Réhrchen wurden mit Kapsenberg-Kapseln verschlossen und 30 min, fiir 
den B,-Test 15 min im strémenden Dampf sterilisiert. Zur Beimpfung der Versuche 
dienten Kulturen der Testorganismen auf den kompletten Nahrlésungen. Die 
Bakterienkulturen waren 16—20, die Hefekulturen 52 Std alt. Die Aufbewahrung 
der Testkulturen erfolgte bei den angegebenen Temperaturen. Die Bakterien- 
kulturen wurden nach 18 und 22 Std, die Hefekulturen nach 24 und 46 Std aus- 
gewertet. 

Auswertung: Nach den angegebenen Zeiten wurden die Kulturréhrchen von 
Hand griindlich aufgeschiittelt und am Lange-Colorimeter gemessen. Die MeB- 
ergebnisse sind nach dem log-log-Verfahren ausgewertet, das bei D. Micke (1957) 
ausfiihrlich beschrieben ist. 

Zur Untersuchung kamen von den symbiontischen Hefen bewachsene Nahr- 
lésungen nach RavuLin-THoM, die einen Zusatz von Biotin, fiir die Lr-Hefe von 
Biotin und Pyrimidin enthielten. Die beiden Rhagiwm-Hefen wurden nach einer, 
die Lr-Hefe nach 4 Wochen untersucht. Von jeder Hefe lagen 3 Parallelkulturen vor. 
Um einer Zersetzung des abgegebenen Riboflavins durch Lichteinwirkung zu 
begegnen, wurden die Kulturen 1 Woche vor der Untersuchung im Dunkeln 
aufbewahrt. 


b) Versuchsergebnisse 


Die Untersuchung der Vitaminbildung der symbiontischen Hefen war 
die wichtigste Aufgabe der vorliegenden Arbeit. Weist doch alles, was 
wir tiber Symbiosen wissen, darauf hin, da der Sinn dieser Kinrichtungen 
in einer Belieferung der Wirtstiere mit Vitaminen der B-Gruppe zu 
suchen ist. 

Bei GRAEBNER (1954) findet sich hieriiber nur die kurze Notiz, daB 
REITINGER die Hefen aus Rhagiwm inquisitor und Rhagiwm bifasciatum 
im Tribolium-Test auf ihren Wuchsstoffgehalt priifte. Danach enthalten 
sie alle mit diesem Test nachweisbaren Wirkstoffe der Bierhefe. Das kann 
als Bestatigung fiir eine Belieferung der Wirtstiere mit Wuchsstoffen 
gewertet werden. Wie schon erwahnt, sind jedoch die Vitamine Bestand- 
teile wichtiger Enzyme, so daB ihre Anwesenheit in Organismen mit so 
aktivem Stoffwechsel, wie es Hefen sind, ohne weiteres zu erwarten ist. 


Arch. Mikrobiol., Bd. 33 22 
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Ob und in welchem Mafe sie der Symbiont an den Wirt abgibt, dartiber 
kann auf diese Weise keine Aussage gemacht werden. 

Einer Untersuchung dieser Frage stellen sich viele Schwierigkeiten in 
den Weg. So ist es unméglich, die Verhaltnisse, unter denen sich die 
Hefen in vivo befinden, in vitro auch nur annahernd zu reproduzieren. Sie 
leben ja intracellular, sind umgeben von dem lebenden Plasma einer 
Wirtszelle, in der sicherlich lebhafte Stoffwechselvorgange ablaufen, die 
mit denen der Symbionten vielleicht innig verkniipft sind. Somit bleibt 
als einziger Weg, etwas iiber die Vitaminbildung der Hefen zu erfahren, 
ihre Aufzucht in einem ihnen zusagenden, méglichst einfachen, voll- 
synthetischen Substrat unter quantitativer Erfassung der Vitaminbildung 
der Zellen. 


Tabelle 4. Die Vitaminabgabe der symbiontischen Hefen 
Die Werte sind y je 100 mg Hefetrockensubstanz 


Hefe aus 
Vitamin ] 

R. inquisitor R. mordax L. rubra 
Pa Steele pn eie a Shek ke dS |) ns, 2 ee eee ee 
(ADOUNIN erent a Teen 0 0 nicht gepriift 
Rubotlavins ee: ee ae 60,0 0 : 
B, (bez. auf Adermin). . . 0,8 0 1,6 
INTGOtINSa UTC need aca aes Ost 7,0 9,0 
Pantothensfure .... . 16,4 0,25 15,0 
Folsiure-*. 7) Se 6 ee 0,08 0,25 0,24 


In einer Kultur liegen einigermaBen kontrollierbare Verhaltnisse nur 
wihrend der ,,log-phase‘‘ vor, da zu dieser Zeit der weitaus gréBte Teil 
der Zellen lebt. Von Stoffen, die dabei im Substrat auftauchen, kann also 
mit hoher Wahrscheinlichkeit angenommen werden, daB sie von den 
lebenden Zellen ausgeschieden worden sind. Wenn jedoch durch die Ver- 
schlechterung des Milieus ein groBer Teil der Zellen abstirbt, gelangen 
Substanzen in die Nahrlésung, die aus toten Zellen stammen und auf die 
Leistungen der lebenden Organismen keine Riickschliisse zulassen. Aus 
diesem Grunde erschien es zweckmabig, zur Untersuchung der Vitamin- 
abgabe einen Zeitpunkt am Ende der ,,log-phase‘‘ zu wahlen. Dies gilt 
selbstverstandlich auch fiir die Abscheidung von Aminosauren, tiber die 
im folgenden Abschnitt berichtet wird. 

Tab.4, die auf Grund der im vorigen Abschnitt beschriebenen Unter- 
suchungen aufgestellt wurde, zeigt, daB die Hefen tatsaichlich Vitamine 
der B-Gruppe in die Nahrlésung abscheiden. Daf diese Substanzen nur 
in sehr geringen Mengen auftreten, darf nicht tiberraschen. Die Hefen 
befinden sich zum Zeitpunkt der Untersuchung in einem Zustand starken 
Wachstums, so daB der Eigenbedarf der Zellen sehr groB ist. Da die 
Vermehrung der Hefen im Mycetom weitgehend sistiert ist, darf wohl 
angenommen werden, daB sie dort gr6Bere Mengen von Vitaminen abgeben. 
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Leider kann nichts dariiber ausgesagt werden, ob die nachgewiesene 
Vitaminbildung ausreicht, den Bedarf des Wirtstieres zu decken. Um 
jedoch einen Hinweis darauf zu bekommen, wurden die gefundenen 
Werte in Kubikzentimeter der von GRAEBNER angegebenen, modifizierten 
Reichstein-Kombination umgerechnet (Tab.5). Unter der Voraus- 
setzung, dafs dieses Vitamingemisch die einzelnen Komponenten in 
einem fiir Insekten optimalen Verhaltnis enthalt, ist auf diese Weise ein 
relativer Vergleich der abgegebenen Vitaminmengen mdglich. 


Tabelle 5. Die Vitaminabgabe der symbiontischen Hefen, wmgerechnet auf Kubik- 
zentimeter der bet Graebner (1954) angegebenen Reichstein-Kombination 


in 100 cm’ Hefe aus 
Witainia Reichstein- 
Kombination 
R. inquisitor R. mordax LL. rubra 
PANGUrIN. Act ©)! orks 700 0,0 0,0 — 
Riboflavin |. ease. 2. < 700 8,57 0,0 0,66 
FACETINIT 2 y goa yc cee 3500 0,023 0,0 0,046 
Nicotinsdure ..... 3500 0,16 0,2 0,21 
Pantothensiure. .. . 7000 0,23 0,0035 0,21 
Uitat icin higeyan | len seen ee 100 0,08 0,25 0,24 


Zunachst sei auf die Tatsache hingewiesen, daB 8 der 13 Werte 0,16 
bis 0,66 cm? der Reichstein- Kombination entsprechen, also von gleicher 
GroBenordnung sind. Die anderen Zahlen liegen um eine bis zwei Zehner- 
potenzen darunter, mit Ausnahme des fiir die B,-Abgabe der i-Hefe 
gefundenen Wertes, der weit gréBer ist. Das scheint darauf hinzudeuten, 
daB wenigstens ein Teil der Vitamine in einem fiir die Wirte giinstigen 
Verhaltnis abgegeben wird. 

Auffallend ist das véllige Fehlen von Aneurin in der Nahrlosung der 
aneurinautotrophen Rhagiwm-Hefen. Um einen Hinweis auf die Bildung 
dieses Vitamins zu erhalten, wurde folgender Versuch angesetzt: 

In 300 cm?-Erlenmeyerkolben wurden je 50 cm* Raulin-Thom-Agar 
ausgegossen. Nach dem Sterilisieren wurde an gegentiberliegenden Seiten 
jedes Kolbens eine Hefe und als Testorganismus ein Stamm von Phyco- 
myces blakesleeanus aus den Sammlungen des Botanischen Instituts 
geimpft. Getestet wurden die 3 symbiontischen Hefen sowie Pichia mem- 
branaefaciens zum Vergleich. 

In diesen Mischkulturen durchzog der Pilz innerhalb von 3—4 Tagen 
den Nahrboden mit Mycel, ohne jedoch die charakteristischen Sporan- 
gientrager zu bilden. Die Hefen wuchsen im Laufe der nachsten 3—4 Wo- 
chen zu 2—3 cm groBen Kolonien heran. Nach 10 Tagen begann Phyco- 
myces blakesleeanus aus den Kolonien der Rhagiwm-Hefen und der 


Pichia membranaefaciens heraus und in deren Umgebung Luftmycel zu 
22% 
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bilden (Abb.5 u. 6). Nach 3 Wochen traten Sporangientrager auf, die bei 
Pichia am zahlreichsten waren, bei der Ri-Hefe etwas sparlicher. Bei 
der Rm-Hefe wurden nur einzelne Sporangientrager gebildet, wahrend 
die pyrimidinheterotrophe Lr-Hefe auch nach mehreren Monaten nicht 
in der Lage war, die Sporangienbildung zu induzieren. Dieser Versuch zeigt, 
daB die Rhagium-He- 
fen Aneurin zu bilden 
vermégen, die Rm-Hefe 
allerdings nur in gerin- 
gem Mabe. Daf dieses 
Vitamin nicht im Sub- 
strat auftaucht, legt 
wohl daran, dab es 
von Hefen in groBbem 
Abb. 5. Mischtest der symbiontischen Hefen mit Phycomyces Ausmafe gespeichert 
blakesleeanus, 2 Wochen alt. Links: Ri-Hefe, rechts: Rm-Hefe wird (FINK u. Just 
1941, 1942). 

Das Fehlen von 
Aneurin in der be- 
wachsenen Nahrlésung 
darf selbstverstandlich 
nicht als Argument 
gegen eine Belieferung 
des Wirtstieres mit 


diesem Vitamin gewer- 


Abb. 6. Mischtest der symbiontischen Hefen mit Phycomyces tet werden. Es besteht 
blakesleeanus, 2 Wochen alt. Links: Zr-Hefe, rechts: Pichia ‘ Sas 1 
membranaefaciens durchaus die Méglic be 


keit, daB die Kafer in 
der Lage sind, den Hefezellen dieses Vitamin zu entziehen und ihrem 
eigenen Stoffwechsel zuzuftihren. 

Weiterhin fallt auf, daB die Rm-Hefe nur sehr wenige Vitamine 
ins Substrat abscheidet. Die Larve dieses Kafers lebt im kranken 
Laubholz der Kambialzone, wahrend die Larven der beiden anderen 
Kafer in Nadelholz vorkommen. Vielleicht ist die Ursache fiir die 
geringeren Leistungen dieser Hefe die gleiche, auf die auch das Fehlen 
von Symbionten bei allen Arten zuriickzufiihren ist, die in gesundem 
Laubholz leben. 


Interessant ist das starke, wenn auch groBen Schwankungen unter- 
worfene Auftreten von Riboflavin in der von der Ri-Hefe bewachsenen 
Nahrlosung. Es zeigte sich schon auBerlich durch eine intensive Gelb- 
farbung, die in Nahrlésungen sowohl mit als auch ohne Biotinzusatz auf- 
trat, in diesem Falle jedoch erst viel spater. Die Hefe gehért zu Candida 
guilliermondii, deren Fahigkeit zur Synthese dieses Vitamins bekannt 
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_ ist. Ausfiihrliche Untersuchungen hieriiber verdanken wir vor allem 
ScHOPFER (1944), Tanner (1945), Lewrne (1949) und KniseEx (1957). 

Ein ahnliches Verhalten zeigt die von W. MULLER (1934) aus Rhagium 
bifasciatum isolierte Candida tropicalis var. rhagii Diddens et Lodder. 
ScHOPFER (1944) priifte eine Reihe von Candida-Arten auf ihre Fahig- 
keit zur Riboflavinbildung, darunter auch diesen Stamm, und stellte 
fest, daB er hierin Candida guilliermondii gleichkommt. Auch in bezug 
auf den Biotinbedarf scheint er mit der Ri-Hefe tibereinzustimmen, da 
ScHoPreR ihn als teilweise biotinheterotroph bezeichnet. 


Tabelle 6. Vergleich der Leistungen von Anobiiden- und Cerambycidensymbionten 


(Erklarung siehe Text) 
Hefe von 
Vitamin 

Lasioderma Sitodrepa | R. inquisitor R. mordax L. rubra 
Aneurin . a Sa bac) (+) bn bet] 
Riboflavin = bad fare ere iter ee sneer 
(Bead? coas fee ape =: a f 
B-Biotin . —— seni (ete tis _ Sen e 43 pietredres 
Nicotinsaure . b++4 b++4 bt SUES oe a 
Pantothensaure . +b + ++ +++ =F +++ 
Folsiure . . ++ “hie > +++ +++ 
Cholin . ++ +++ ——— nicht getestet ——— 


Zum AbschluB seien noch die Leistungen der Cerambycidensymbionten, 
wie sie sich auf Grund der vorliegenden Untersuchungen darstellen, 
mit den Ergebnissen von BLEWETT u. FRAENKEL (1944) sowie Pant u. 
FRAENKEL (1950, 1954) verglichen (Tab.6). Diese Autoren untersuchten 
die Vitaminbildung von Anobiidenhefen durch den Vergleich des Wachs- 
tums symbiontenfiihrender und symbiontenfreier Larven in Vitamin- 
mangelsubstraten. 


Tab.6 wurde auf Grund der Tab.4, 8.690 in BucuNner (1953) und Tab.5 der 
vorliegenden Arbeit zusammengestellt. Die Anzahl der Kreuze bei den Anobiiden- 
hefen ergibt sich als Differenz der Angaben tiber das Wachstum symbiontenftihrender 
und symbiontenfreier Larven. Bei den Cerambycidensymbionten entsprechen 
4 Kreuze den Werten tiber 1, 3 den Werten von 0,1—0,66, 2 den Werten von 
0,02—0,08 und 1 Kreuz den Werten unter 0,009. Fir Aneurin, das nicht abgeschie- 
den wurde, kénnen keine Vergleichswerte angegeben werden. Die Zahl der Kreuze 
soll andeuten, daB die Ri-Hefe im Mischtest mit Phycomyces blakesleeanus starker 
positiv reagierte als die Rm-Hefe. Auf Cholin wurde nicht getestet. 


Aus Tab.6 scheint hervorzugehen, da die Anobiidensymbionten 
den Cerambycidensymbionten als Vitaminlieferanten tiberlegen sind. Es 
ist allerdings zu bedenken, daB die Untersuchungsergebnisse auf sehr 
verschiedene Art gewonnen wurden, so daf sie nicht ohne weiteres 
vergleichbar sind. Jedoch scheinen Symbiontenaustauschversuche, die 
von Forckuer durchgefiihrt wurden, dies zu bestatigen. Nach einer 
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Mitteilung Kocus (1956) gelang es dem Genannten, die Symbionten von 
Spondylis buprestoides auf Sitodrepa panicea zu tibertragen. Es ergab sich 
eine Verdoppelung der Entwicklungszeit, die wohl auf eine unzureichende 
Versorgung des fremden Wirtes mit Vitaminen zurickzufihren ist. Der 
Tabelle ist ferner zu entnehmen, da& die Anobiidensymbionten ebenfalls 
vitaminheterotroph zu sein scheinen. Beide Hefen sind nicht in der Lage, 
dem Wirte Aneurin zu liefern, der Lasioderma-Symbiont versagt auch 
im Hinblick auf Biotin. Vielleicht ist dies die Ursache fiir das schlechte 
Wachstum der isolierten Symbionten dieser Arten auf synthetischen 
Medien. Leider liegen noch keine diesbeziiglichen Untersuchungen an 
Anobiidensymbionten vor. 

Im ganzen ist wohl das Ergebnis der Untersuchungen tiber die Abgabe 
von Vitaminen durch die symbiontischen Hefen als positiv zu beurteilen. 
Es konnte gezeigt werden, daB sie eine Anzahl der von den Wirtslarven 
ben6tigten Vitamine ins Substrat abscheiden. Hine Anwendung dieser 
Tatsache, die vollig im Einklang steht mit unserem bisherigen Wissen, 
auf die Verhaltnisse im Wirtstier wiirde bedeuten, daB eine Leistung der 
Symbionten in der Lieferung von Vitaminen besteht. 


5. Die Aminosdiureabgabe der symbiontischen Hefen 
a) Papierchromatographische Untersuchungen 


Zum Nachweis der von den symbiontischen Hefen abgegebenen Amino- 
sduren wurden die bewachsenen Nahrlésungen papierchromatographisch 
untersucht. Ebenso wie bei der Untersuchung auf Vitamine wurden bei 
den Rhagiuwm-Hefen 1 Woche, bei der Leptura-Hefe 4 Wochen alte 
Kulturen verwendet. 


Samtliche Chromatogramme liefen auf Papier Nr.2043b von Schl. & Sch. Bei 
den Reihenuntersuchungen wurde mit 30 cm breiten Streifen aufsteigend gearbeitet ; 
zur Identifizierung der abgegebenen Aminoséuren anhand von Vergleichssubstanzen 
dienten sowohl 50 cm lange, absteigende als auch zweidimensional aufsteigende Chro- 
matogramme auf 30 x 30cm groBen Bogen (CRAMER 1958). Um bei den absteigenden 
Chromatogrammen eine scharfere Trennung zu erzielen, wurden am Start Fiinfecke 
ausgeschnitten und die Substanzen auf den stehengebliebenen Stegen aufgetragen 
(Linskens 1955). Dadurch werden die Flecke bogenférmig auseinandergezogen. 

Als Lésungsmittel fiir zweidimensionale Chromatogramme diente ein Gemisch 
von 40 Teilen Butanol, 10 Teilen Hisessig und 15 Teilen Wasser in der 1. und wasser- 
gesattigtes Phenol unter Zusatz von einer Spur KCN in der 2. Laufrichtung. Bei den 
eindimensionalen Chromatogrammen wurden beide Lésungsmittel angewendet. 
Die Chromatogramme liefen bei Raumtemperatur (20—24°). 

Es wurden sowohl bewachsene Nahrlésungen nach Raulin-Thom (modifiziert) 
als auch stickstofffreie Nahrlésungen ohne Weinséure (siehe Methodik) unter 
Zusatz von 0,3°/) Harnstoff als N- Quelle untersucht. Bei den Reihenuntersuchungen 
wurden jeweils 20 Tropfen der bewachsenen Nahrlésung am Start aufgetragen. 

Die Identifizierung der abgeschiedenen Aminosauren erfolgte in der Harnstoff- 
nahrlé6sung. Diese wurde im Vakuum auf 1/;) ihres Ausgangsvolumens eingeengt. 
Die Raulin-Thom-Lésung war wegen ihres hoheren Gehaltes an stérenden Substanzen 
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fiir die Untersuchungen weniger gut geeignet. Selbst bei der Harnstofflésung 
trat eine deutliche Verringerung der R;-Werte von Aminosauren gegeniiber denen 
reiner Substanzen auf, auch waren die Flecke weniger scharf. Um diese Stérung 
auszuschalten, wurden die Vergleichssubstanzen stets zusammen mit der zu 
untersuchenden Nahrlésung aufgetragen, so daB sie den gleichen Einwirkungen 
ausgesetzt waren wie die von den Hefen abgegebenen Aminosduren. Zum Nachweis 
der Aminosauren dienten folgende Reaktionen (LinskEns 1955, CRAMER 1958): 

1. Fluorescenz im ultravioletten Licht: Zum Nachweis von Histidin und 
Tryptophan wurden die Chromatogramme vor dem Bespriihen mit anderen Rea- 
gentien unter der Analysenlampe auf fluorescierende Flecke untersucht. 

2. Ninhydrin: Die Chromatogramme wurden mit einer 0,5°/,-Lésung von 
Ninhydrin in puffergesattigtem Butanol bespriiht und bei 105°C entwickelt. 
(Zusammensetzung des Puffers: Gleiche Teile von 2 n-Essigsiure und 1 n-NaOH.) 

3. Diazotierte Sulfanilsiure: Die Chromatogramme wurden mit einer 
0,5°/-Lésung von diazotierter Sulfanilsaiure in 10°/,-Sodalésung bespriiht. Histidin: 
rot; Tyrosin: braunrot. 

4. Isatin: Die Chromatogramme wurden mit einer 0,5°/)-Lésung von Isatin in 
einem Gemisch von 96°/, wassergesaittigten Butanols mit 4°/, Essigsaiure bespriht. 
Nach dem Trocknen wurden sie bei 100° C entwickelt. Prolin: blau. 

5. Zimtaldehyd: Die Chromatogramme wurden mit einer 1°/)-Lésung von 
frisch destilliertem Zimtaldehyd in Methanol bespriiht. Nach dem Verdunsten des 
Methanols wurden sie in eine konzentrierte Atmosphére von HCl-Gas gebracht. 
Tryptophan: rotbraun; Prolin: schwach violettbraun. 

Um die Lage der Flecke besser vergleichen zu kénnen, wurden die Chromato- 
gramme in Streifen geschnitten und diese mit den verschiedenen Reagentien be- 
spruht. 

b) Untersuchungsergebnisse 

Die papierchromatographische Untersuchung bewachsener Nahrlésun- 
gen zeigte, daB die symbiontischen Hefen eine Reihe von Aminosduren 
ins Substrat abscheiden. Die Tatsache, da diese KiweiBbausteine nur in 
sehr geringer Menge auftreten, ist wohl darauf zurtickzufiihren, da8 die 
Hefen wegen ihres starken Wachstums einen hohen Eigenbedarf an 
diesen Substanzen haben. 

Ein Vergleich des Aminosaiuregehaltes von Harnstofflésungen mit 
solchen nach Raulin-Thom erbrachte nur bei der Lr-Hefe groRere Unter- 
schiede, und zwar traten in letzterer bevorzugt die ,,schnellen‘‘ Amino- 
siuren Valin und Leucin auf, die in Nahrlédsungen mit Harnstoff als 
N- Quelle fehlten. Die Identifizierung der in die Harnstoffnihrlésung 
abgegebenen Aminosiuren erbrachte folgendes Bild: 


ki-Hefe: Rm-Hefe: Lr-Hefe: 

Alanin ++ Alanin ++ Alanin ++ 

Glycin (+) Asparaginsaéure + Asparaginsaéure + 

Histidin ++ Cystein (+) Glutaminsaure (+) 
Glutaminsaéure + Histidin (+) 
Lysin + 


Prolin (+) 
Tryptophan ++ 
Die Zahl der Kreuze bezieht sich auf die GréBe und Intensitat der mit Ninhydrin 
erzielten Flecke. 
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Es blieb noch zu untersuchen, ob die in der Nahrlésung nachgewiesenen 
Aminosauren auch wirklich von lebenden Zellen abgeschieden worden 
waren. Da die Untersuchungen am Ende der log-Phase erfogten, konnte 
es sich bereits um die ersten Produkte der beginnenden Autolyse ge- 
handelt haben. 

Aus diesem Grund wurde das Auftreten der Aminosiuren wahrend 
langerer Zeitriume verfolgt. Bei den Rhagiwm-Hefen wurde wahrend der 
ersten Woche taglich gepriift, wahrend bei der langsamer wachsenden 
Leptura-Hefe wochentliche Kontrollen geniigten. Bei den Rhagvum- 
Hefen konnten schon am 5. Tage Aminosduren nachgewiesen werden, bei 
der Leptura-Hefe nach 2 Wochen, also zu einer Zeit, wo das Wachstum 
seinen Héhepunkt noch langst nicht erreicht hat. Dies darf wohl als 
Beweis dafiir gewertet werden, da die nachgewiesenen Aminosauren 
Ausscheidungsprodukte lebender Zellen sind. 

Bei den Rhagiwm-Hefen wurde auch die Nahrlésung von 2 und 3 Wochen 
alten Kulturen untersucht. Eine Lokalisierung einzelner Aminosauren 
war nicht méglich, da das Chromatogramm nur noch einen zusammen- 
hangenden Streifen ninhydrinpositiver Substanzen zeigte. Das ist ver- 
stindlich, weil wahrend der Autolyse Eiweifspaltstiicke der verschie- 
densten Zusammensetzung in die Nahrlésung gelangen. Auch diese 
Erscheinung spricht dafiir, daf das Auftreten definierter Aminosduren 
nicht auf Autolyse, sondern auf die Lebenstatigkeit der Hefen zuriick- 
zufiihren ist. 

Zusammenfassend laBt sich sagen, da die symbiontischen Hefen 
nicht nur Vitamine, sondern auch Aminosauren ins Substrat abscheiden. 


B. Diskussion der Ergebnisse 

Wahrend noch 1934 W. MULLER die Symbiose der Cerambyciden als 
einen ,,sehr gemaiBigten, regelmaiBig vorhandenen, erblichen Parasitis- 
mus‘‘ betrachtete, konnte ScHOMANN 1937 zeigen, da die Symbionten 
der Bockkafer im Haushalt des Wirtes eine wichtige Aufgabe zu erfiillen 
haben. Die Untersuchungen von G. BEcKER (1942, 1943) schienen daftir 
zu sprechen, daf die Funktion der Symbionten in einer Versorgung des 
Wirtes mit HiweiBstoffen besteht, GRAnBNERS Untersuchungen (1954) 
dagegen machten eine Lieferung von Vitaminen der B-Gruppe wahrschein- 
lich. Letzteres konnte auch fiir die Anobiidensymbiose bewiesen werden, 
die wegen ihrer Ahnlichkeit mit der der Cerambyciden immer wieder zum 
Vergleich herangezogen wird (Kocn 1933, FRAENKEL u. BLEWert 1943, 
Pant u. FRAENKEL 1950, 1954). Daraus ergab sich als Aufgabe der 
vorliegenden Arbeit, die Symbionten auf ihre Fahigkeit zur Abgabe 
von EiweiBbausteinen und von Vitaminen der B-Gruppe zu unter- 
suchen. Auf Grund der erzielten Ergebnisse kann nunmehr versucht 
werden, ihre Rolle im Stoffwechsel der Tiere zu umreifen. 
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Das zunachst iiberraschendste Ergebnis der vorliegenden Unter- 
suchungen ist wohl die Tatsache, daB Organismen, denen man die Rolle 
von Vitaminlieferanten zuschreibt, selbst vitaminheterotroph sein 
kénnen. Diese Méglichkeit wurde bei den Untersuchungen der Cer- 
ambycidensymbionten bisher nicht in Erwagung gezogen, obwohl sich in 
verschiedenen Arbeiten Hinweise auf diese bei Mikroorganismen weit 
verbreitete Erscheinung finden. 

Die Kenntnis vom Vitaminbedarf der Hefen ermoglichte ihre Kultur 
auf rein synthetischen Substraten. Daraus ergab sich nun die Not- 
wendigkeit, die Untersuchungen von W. MULLER und GRAEBNER tiber 
die Verwertung verschiedener N- Quellen zu wiederholen, weil diese ohne 
Vitaminzusatz durchgefiihrt worden waren. In der Tat zeigte es sich, daB 
die Hefen in der Lage sind, sowohl mit Ammonium als auch mit Harn- 
stoff und Harnsaéure als N-Quellen zu wachsen, wahrend bisher nur 
Peptone als gut verwertbar galten. Dieses Ergebnis ist von groBer 
Bedeutung, da es zeigt, daB die Hefen Abfallprodukte des tierischen 
Stoffwechsels verwerten kénnen. 

Dagegen konnte kein Hinweis darauf gefunden werden, daB die 
Symbionten den atmospharischen Stickstoff verwerten, eine Auffassung 
za der BucHNER (1953) auf Grund der Befunde ScHanpERLS (1942) 
neigte. Dessen Ergebnisse diirften nach den Beobachtungen von W. MU- 
LER (1934), GRAEBNER (1954) und eigenen Untersuchungen sowie auf 
Grund der Arbeiten von LOunis (1943), Stappr (1951), Ktster und 
ScHEFFER (1950) als endgiiltig widerlegt gelten. Sie teilen damit das 
Schicksal der Befunde ScHanpDERLS ter die systematische Stellung der 
Cerambycidensymbionten und tiber die angebliche Besiedelung der 
larvalen Gonadenanlagen durch Hefen. 

Dennoch kann die Auffassung BucHners, der die Symbionten der 
Cerambyciden fiir HiweiBlieferanten halt, bestatigt werden. Die papier- 
chromatographische Untersuchung der von den Hefen bewachsenen 
Nahrlésungen zeigte eine eindeutige, wenn auch geringe Abgabe von 
Aminosauren ins Substrat. Der Befund gewinnt jedoch an Bedeutung, 
wenn man bedenkt, daB8 er am Ende der Periode des stérksten Wachs- 
tums der Hefe erhalten wurde, also zu einem Zeitpunkt, wo der KiweiB- 
bedarf der Zellen am gréBten, der Uberschu8 an EiweiBsubstanzen am 
geringsten ist. 

Eine Aminosaiureabgabe konnte auch in Nahrlésungen beobachtet 
werden, die Harnstoff als N-Quelle enthielten. Dieses Ergebnis zeigt 
besonders eindrucksvoll, da die Hefen in der Lage sind, aus einem 
Abfallprodukt des tierischen EiweiSBstoffwechsels dessen Ausgangs- 
verbindungen zu resynthetisieren. Und wenn in Harnstoffkulturen die 
Zellform, die den Symbionten in ihrem natiirlichen Milieu, dem Mycetom, 
zu eigen ist, in verstarktem MaBe auftritt, wird es schwer, an einer 
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solchen Funktion der Hefen zu zweifeln. Das wiirde in Hinklang 
stehen mit den Beobachtungen G. Beckprs (1943), daB symbionten- 
fiihrende Larven in geringerem MaBe auf den EiweiBgehalt der 
Nahrung angewiesen sind als symbiontenfreie, aber auch mit den 
Feststellungen GrarBNners (1954), daB Anobiidenlarven einen ge- 
wissen Stickstoffhunger zeigen. Die Symbionten kénnen auf diese 
Weise zwar den Verlust der Larve an Stickstoff verringern, nicht 
aber ihr zusatzlichen Stickstoff zuftihren. Man kénnte héchstens an- 
nehmen, da die Symbionten mit der Nahrung aufgenommene, fir das 
Tier jedoch nicht verwertbare Stickstoffverbindungen diesem zugang- 
lich machen. 

AbschlieBend 148t sich sagen, daB die Symbionten das Wirtstier 
sowohl mit Vitaminen als auch mit Aminosauren beliefern und so den 
Mangel dieser Substanzen im Holze wenigstens teilweise ausgleichen 
kénnen. Selbstverstindlich miissen diese aus unseren Ergebnissen 
gezogenen Schliisse Vermutungen bleiben, bis es gelingt, sie im Ex- 
periment am Tier zu bestatigen. Da sie jedoch mit den bisher bekannten 
Tatsachen gut iibereinstimmen, zweifelt der Verfasser nicht am grund- 
saitzlichen Erfolg eines solchen Versuches. Gleichzeitig wiirde auf diese 
Weise die Annahme BucHNERs, daf die Funktion der Insektensymbionten 
in einer Lieferung von Vitaminen und EiweiBbausteinen sowie im Abbau 
von Stoffwechselendprodukten des Wirtes zu suchen ist, eine weitere 
Bestatigung erfahren. 


Zusammenfassung 


1. Die Isolierung der symbiontischen Hefen dreier Bockkaferarten 
wird beschrieben. 


2. Die symbiontischen Hefen gehéren der Gattung Candida an. 
3. Sie erwiesen sich als vitaminheterotroph. Die aus Leptura rubra 
isolierte Hefe bendtigt Aneurin und Biotin, die aus Rhagium mordax 


Biotin zum Wachstum. Die Hefe aus Rhagiwm inquisitor wird durch 
Biotin sehr stark gefordert. 

4. Die Bildung von Trockensubstanz ist bei den Hefen aus Rhagium 
mordax und Leptura rubra der verfiigbaren Biotinmenge proportional. 

5. Die Aneurinheterotrophie der Leptura rubra-Hefe wurde unter- 
sucht. Die Hefe vermag Thiazol zu synthetisieren, jedoch kein Py- 
rimidin. 

6. Die Hefen sind in der Lage, Ammonium, Harnstoff, Harnsaure, 
Aminosaiuren und Pepton zu assimilieren, Nitrat und elementarer 
Stickstoff konnen nicht verwertet werden. 


7. Harnstoff als N-Quelle bewirkt haufigeres Auftreten der ,,Sym- 
bioseform™. 
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8. Die symbiontischen Hefen sind in der Lage, eine Anzahl von 
Vitaminen der B-Gruppe und von Aminosaduren ins Substrat abzu- 
scheiden. 


9. Es wird versucht, durch den Vergleich der gefundenen Ergebnisse 
mit der Literatur zu einer Aussage tiber die mégliche Funktion der 
symbiontischen Hefen im Tierkérper zu gelangen. 


Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. Hans Kiitutweny, bin ich fiir die 
Uberlassung des Themas sowie fiir das Interesse und die Unterstiitzung, die er 
meiner Arbeit entgegenbrachte, zu ganz besonderem Dank verpflichtet. 
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Untersuchungen tiber den Inositolstoffweehsel 
bei einem Inositol-autotrophen 
und einem Inositol-heterotrophen Stamm 
von Neurospora crassa * 


Von 
R. GERMANIER 


Mit 3 Textabbildungen 


(Hingegangen am 10. Mdrz 1959) 


Der Inositolstoffwechsel bei Neurospora crassa gewann an Interesse, 
als es BEADLE (1944) gelang, durch UV-Bestrahlung eine Mutante zu 
erhalten, die sich von der Ausgangsform dadurch unterscheidet, daB sie 
Inositol als essentiellen Wachstumsfaktor bendtigt. Die vorliegende 
Arbeit betaBt sich mit dem Inositolstoffwechsel dieser beiden Mikro- 
organismen. Als erstes wird die Aufnahme und Verwertung des Inositols 
durch N. crassa ,,inositolless‘* untersucht. Insbesondere soll festgestellt 
werden, ob das aufgenommene Inositol wahrend der Entwicklung dieses 
Organismus intakt bleibt, oder ob es, wie dies bei Acetobacter suboxydans 
(PosTERNAK 1942), Aerobacter aerogenes (MAGASANIK 1951), keimendem 
Hafer (DAaRBRE u. Norris 1956) und bei Ratten (POSTERNAK u. SCHOP- 
FER 1955, 1958) beobachtet wurde, zum Teil oder gar vollstandig ab- 
gebaut wird. Da N. crassa ,,inositolless die Synthesefihigkeit fiir das 
Inositol verloren hat, kann diese Frage am einfachsten durch Bestim- 
mungen des Gesamt-Inositols im Mycel und in der Nahrlésung entschie- 
den werden. 

Aus zahlreichen Untersuchungen wissen wir, daB Inositol in der Natur 
nur zum Teil in freier Form vorliegt, hauptsichlich aber gebunden als 
Phosphorsaureester oder als Phospholipoid vorkommt (S. PosteRNAK 
1920, ANDERSON 1930, FoucH u. WooLuey 1942, PosTERNAK u. SCHOP- 
FER 1955, Futter u. Tatum 1955). Quantitative Bestimmungen des 
freien Inositols, der freien Inositol-Phosphorséureester und der Inositol- 
Phospholipoide waihrend der Entwicklung von JN. crassa ,,inositolless” 
sollten uns einen Hinweis auf die Bedeutung der einzelnen Fraktionen 
geben. 


* Auszug aus einer Dissertation der phil. nat Fakultaét der Universitat Bern. 


Trockengewicht mg /Ku/tur 


334. R. GeERMANIER: 


Im letzten Teil dieser Arbeit werden die gleichen Bestimmungen 
ebenfalls bei N. crassa ,,wild“ durchgefiihrt. Dieser Mikroorganismus ist 
im Gegensatz zur ,,inositolless“* Mutante zur Biosynthese des Tnositols 
befahigt. Der Vergleich der erhaltenen Ergebnisse sollte uns zeigen, ob 
sich dieser fundamentale Unterschied ebenfalls im weiteren Inositol- 
stoffwechsel ausdriickt. 


I. Methoden und Vorversuche 
1. Die Versuchsorganismen und ihre Ziichtung 


Als Versuchsorganismen wurden Neurospora crassa ,,wild™ No. 10 336A, ATCC und 
die N. crassa ,,inositolless‘‘ Mutante No. 9683 ATCC, No. 37401a von BEADLE ver- 
wendet. Als KulturgefaBe dienten 50 ml Pyrex-Erlenmeyer, die 10 ml Nahrlésung 
enthielten. Es wurde die Nahr- 
lésung von BEADLE (1944) ver- 
wendet. Die Impfsuspension 
wurde immer mit 10—14 Tage 
alten Stammkulturen hergestellt 
und durch Auszaihlen im Zahl- 
netz und entsprechender Ver- 
diinnung auf eine konstante 
Konzentration gebracht. Die 
Kulturen wuchsen im Dunkeln 
bei 29° C. 


S 


Als erstes wurde die opti- 
male Inositolkonzentration 
(ee us : ure fir N. crassa ,,inositolless* 
ae i nade st 6 von WN ancne ate best ae nee es 
wild (0 o) und Newrospora crassa ,,inositolles‘* 100 4 / 10 ml Nahr losung . Die 
(100 y Inositol/10 ml Niihrlésung) e——-—-o Kontrollen ohne Inositol 
weisen tiberhaupt kein 
Wachstum auf. V.crassa ,,inositolless‘‘ Kulturen, die fiir die Beschaffung 
von Untersuchungsmaterial angesetzt werden, erhielten dementsprechend 
100 y Inositol. Die Entwicklung einer solchen Kultur ist in Abb. 1.dar- 
gestellt. 


Die Wachstumskurve von JN. crassa ,,inositolless** verlauft gleich wie 
die von N. crassa ,,wild**. Die 'Trockengewichte der Mutante sind aber 
wahrend der ganzen Entwicklung rund 35°/) niedriger als die des ,,wild* 
Stammes. Aus genetischen Untersuchungen von BEADLE u. Tatum (1945) 
geht hervor, daB sich die Mutante von der Ausgangsform durch eine 
Mutation an einem einzigen Genlocus unterscheidet. Es mu8 somit 
angenommen werden, dafi die festgestellte Mutation sich indirekt auf 
weitere Stoffwechselvorginge erstreckt oder, daB durch die exogene Zu- 
fuhr des Inositols (trotz optimalem Angebot) nicht das normale Stoff- 
wechselgleichgewicht erreicht wird, wie es beim Inositol-autotrophen 
Stamm vorliegt. 
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2. Die mikrobiologischen Teste 


a) Der Neurospora crassa ,,inositolless“ Test. Die Kulturbedingungen 
fiir diesen Mikroorganismus wurden bereits beschrieben. Die 3 Standardlésungen 
enthielten 5, 10 und 20+ Inositol/ml. Die KulturgefaBe erhielten 5 ml doppelt 
konzentrierter Nahrlésung, 0,1—4 ml Test-, resp. Standardlésung und entsprechend 
Ionenaustauscherwasser, um 10 ml Nahrlésung zu erhalten. Fiir jede Konzen- 
tration wurden 4 Kulturen angesetzt. Nach 3 Tagen Wachstum wurden diese ab- 
filtriert, bei 100° C getrocknet und gewogen. 

Fir jede Testlésung wurden Hemmungs- respektive Férderungskontrollen durch- 
gefihrt. Eine Serie von 8 Kulturen erhalt eine tiberoptimale Menge Inositol 
(150y/10 ml). Die Entwicklung solcher Kulturen wird durch weitere Zugaben 
von kleineren Mengen Inositol nicht beeinfluBt. Vier dieser Kulturen erhalten zu- 
satzlich 1 ml der zu testenden Lésung. Aus dem Trockengewicht solcher Kulturen 
kann auf die Genauigkeit der Testresultate geschlossen werden. Fallen die Trocken- 
gewichte héher oder niedriger aus als diejenigen entsprechender Kulturen ohne 
Zusatz, so muB angenommen werden, daB die Testlésungen neben dem Inositol noch 
andere Substanzen enthalten, die fordernd oder hemmend auf das Wachstum des 
Testorganismus wirken. Solche Teste ergeben entsprechend zu hohe oder zu niedrige 
Resultate und sind fiir genaue quantitative Bestimmungen nicht zu gebrauchen. 

b) Der Saccharomyces cerevisiae Test. Es wurde ein Stamm Hansen CBS 
verwendet. Als KulturgefaBe dienten 50 ml Pyrex- Erlenmeyer, die 10m] Nahrlésung 
nach PENNINGTON (1951) enthielten. Die Standardlésungen enthielten 2,5, 5 und 
10 y Inositol/ml. 

Wie die Vorversuche zeigten, ist es duBerst wichtig, um geeignete Testkurven zu 
erhalten, die Dichte der Impfsuspension und die Kulturdauer aufeinander ab- 
zustimmen. 24 Std vor dem Ansetzen eines Testes wurde eine 6—8 Tage alte Stamm- 
kultur auf ein Bierwiirze-Zwischenmilieu iiberimpft. Nach 24 Std wurden die 
Zellen steril abzentrifugiert, 3mal gewaschen und in soviel sterilem Wasser suspen- 
diert, daB die optische Dichte dieser Impfsuspension 0,2 + 0,01 betrug. Davon 
wurde 1 Tropfen je Kultur angeimpft. Nach 20 Std Kulturdauer bei 29° C wurde 
die optische Dichte bestimmt. Die Messungen wurden mit einem Hilger Nephelo- 
meter mit orange Filter (Ilford 607, 600 mu) durchgeftihrt. Auch bei diesem Test 
wurden 8 Kulturen als Kontrollen angesetzt. 


3. Bestimmung des Gesamt-Inositols 


Inositol kommt in den Organismen zum gr6Bten Teil in gebundener Form vor. 
Auf die verwendeten Testorganismen ist aber nur das freie Inositol wirksam 
(WooLLey 1941, ScHorrEeR 1948). Um das gesamte Inositol des Untersuchungs- 
materials zu erfassen, muB dieses hydrolysiert werden. Dies wird durch die groBe 
Stabilitat des Inositols gegen Sauren erleichtert. 

Das Mycel wird bei 100° C getrocknet, fein pulverisiert, in 15—20 Teilen 6 n HCl 
suspendiert und wahrend 40 Std unter einem RiickfluBkiihler zum Sieden erhitzt. 
Um die Salzsaure zu vertreiben, wird das Hydrolysat durch Vakuumdestillation ein- 
gedampft, der Riickstand in wenig Wasser aufgenommen und diese Operation 3 mal 
wiederholt. AnschlieBend wird der Riickstand wahrend 2 Std im Hochvakuum 
weiter eingetrocknet, wieder in wenig Wasser aufgenommen und das py mit ver- 
diinnter NaOH auf 6,5 gebracht. Die dunkelbraun gefarbten Extrakte werden dann 
durch Aktivkohle entfarbt, durch eine Glassinternutsche filtriert und die Aktiv- 
kohle 3mal gewaschen. Fiir die Bestimmung des Gesamt-Inositols in der Nahrlésung 
wird diese ebenfalls mit 6 n HCl hydrolysiert (1 Vol. Nahrlésung/1 Vol. konz. HCl) 
und nachher gleich wie die Mycelextrakte weiter behandelt. Vorversuche mit reinen 
Inositollésungen zeigten, daB durch diese Behandlung kein Inositol verloren geht. 
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Die Testergebnisse, die mit diesen Extrakten erhalten wurden, waren aber voll- 
kommen unbrauchbar. Mit N. crassa ,,inositolless“‘ als Testorganismus wurde in 
4 Tage alten Kulturen von NV. crassa ,,inositolless‘‘ mehr Inositol nachgewiesen, als 
diesen beigegeben wurde (120—130°/,). Aus den Kontrollen sowie aus dem Verlauf 
der Testkurven ging auch deutlich hervor, daB die verwendete Nahrlésung kein 
optimales Milieu fiir NV. crassa ,,inositolless‘‘ darstellt, und daB die Extrakte neben 
dem Inositol noch weitere Substanzen enthalten, die fordernd auf diesen Test- 
organismus wirken. Es wurde nun versucht, diese fordernde Substanz, die durch 
40stiindiges Kochen in 6n HCl nicht zerstort wird, zu identifizieren, um sie dann 
der Nahrlésung in optimaler Konzentration beifiigen zu konnen. Zu diesem Zwecke 
wurde eine Serie von Spurenelementen und Aminosauren einzeln und in Kombi- 
nationen untersucht. Fast simtliche gepriiften Substanzen iibten aber einen Ein- 
fluB auf das Wachstum von N. crassa,,inositolless“ aus. (Als besonders stark fordernd 
erwies sich L-Asparagin.) Es schien uns deshalb aussichtslos, fiir diesen Testorganis- 
mus eine Nahrlésung zu finden, in der Zugaben von Mycel-Extrakten keine sekundare 
Wirkung auf die Entwicklung mehr ausiiben wiirden. 

Etwas besser als mit N. crassa fielen die Testresultate mit Saccharomyces cere- 
visiae aus. Die Tatsache aber, daB mit 2 Testorganismen fiir den gleichen Extrakt 
2 verschiedene Ergebnisse erhalten wurden, blieb dennoch unbefriedigend. 

Um mit mikrobiologischen Testen brauchbare Ergebnisse zu erhalten, muBte 
deshalb versucht werden, die Extrakte soweit zu reinigen, daB sie neben dem Inositol 
keine Substanzen mehr enthalten, die das Wachstum der Testorganismen beein- 
flussen. In dieser Absicht wurde die Methode von Hatirpay u. ANDERSON (1955) 
gepriift. Leider zeigten Vorversuche mit reinem Inositol, da durch die von ihnen 
vorgeschlagene Hydrolyse mit 6 n H,SO, 25—30°/, des Inositols zerstort werden. 

Es muBte somit die Hydrolyse mit 6 n HCl beibehalten werden. Die Inositol- 
Extrakte wurden nun aber vor dem Testen durch Behandlung mit JIonenaus- 
tauscher gereinigt. Als Kationenaustauscher diente Dowex 50 (Kapazitat 4,25 Milli- 
aquivalente/g) und als Anionenaustauscher Dowex 2 (Kapazitat 2,3 Milliaqui- 
valente/g). Da das Inositolmolekiil ungeladen ist, wird es durch Ionenaustauscher 
nicht zuriickgehalten. Vorversuche mit reinen Inositollésungen zeigten, daB mit den 
von uns verwendeten Ionenaustauschersaulen (2 em Durchmesser und 28 em Hohe) 
nach Durchlauf der Lésung ein Nachspiilen mit 200 ml Wasser gentigt, um samt- 
liches Inositol herauszulésen. 


Die auf diese Weise gewonnenen Inositol-Extrakte ergaben nun voll- 
staindig befriedigende Testergebnisse. Die Testkurven verliefen immer 
parallel zu den Standardkurven, und die Kontrollen wiesen weder 
Foérderungen noch Hemmungen mehr auf. Ebenfalls stimmten die Ergeb- 
nisse, die mit NV. crassa ,,inositolless‘‘ und mit S. cerevisiae als Test- 
organismen erhalten wurden, genau miteinander tiberein. Fiir die folgen- 
den Messungen wurde wegen der gréBeren Sensibilitét und der ktirzeren 
Kulturdauer der S. cerevisiae-Test verwendet. Einzelne Ergebnisse 
wurden noch durch zweite Messungen mit NV. crassa nachgeprift, ohne 
daB jemals wesentliche Unterschiede festgestellt wurden. 


4. Bestimmung des freien Inositols 


Das frische Pilzmycel wird mit 10 Teilen 0,2n HCl und ausgegliihtem Seesand 
im Morser fein zerrieben und 24 Std stehen gelassen. Die Suspension wird dann 
zentrifugiert und der Riickstand 3mal gewaschen, wobei das Pilzmaterial jedesmal 
1/, Std mit dem Extraktionsmittel in Bertthrung gelassen wird. Die vereinigten 
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Extrakte werden dann neutralisiert, kurz erhitzt und der entstandene Nieder- 
schlag abfiltriert und ebenfalls 3mal gewaschen. 

Vorversuche zeigten, daB nach dieser Behandlung kein freies Inositol im Mycel 
zuriickbleibt. Durch die Beniitzung von 0,2n HCl als Extraktionsmittel kann 
ebenfalls eine Freisetzung des Inositols aus gebundener Form, sei es durch eine 
weitere Enzymtatigkeit oder durch Hydrolyse, vermieden werden. 


Es muB damit gerechnet werden, da8 die HCI-Pilzextrakte neben freiem 
Inositol auch Inositol-Phosphorverbindungen enthalten. Es stellt sich 
somit die Frage, ob das freie Inositol in diesen Extrakten mit S. cerevisiae 
getestet werden kann, ohne daB diese Inositolverbindungen die Ergebnisse 
beeinflussen. Es mu8, mit anderen Worten, untersucht werden, ob die 
Inositol-Phosphorsaureester einen Einflu8 auf das Wachstum dieses Test- 
organismus ausiiben. Fiir die Uberpriifung dieser Frage wahlten wir 
Inositol-Monophosphat!. Nach Untersuchungen von Woo.uey (1941) 
betragt die Wirkung dieser Substanz auf die Hefe 5°/, derjenigen des 
freien Inositols. In unseren Versuchen fanden wir bei S. cerevisiae fiir 
das Inositol-Monophosphat eine Aktivitét von durchschnittlich 8,2°/). 
Ks erwies sich somit als notwendig, die Inositol-Phosphorsaureester aus 
den Testlosungen fiir das freie Inositol zu entfernen. Dies wurde durch 
Behandlung der Extrakte mit Ionenaustauschern erreicht. 

Nebenbei konnte durch Parallelbestimmungen des mineralischen P und der 
Inositol-Monophosphat-Aktivitaét in nicht sterilisierten und in mehrfach auto- 
klavierten Inositol-Monophosphat-Lésungen festgestellt werden, daB die Aktivitat 
des Inositol-Monophosphats ausschlieBlich auf eine Dephosphorylierung dieser 


Substanz durch das Autoklavieren beruht. Bei jeder Autoklavierung (15 min bei 
115° C) werden rund 9°/, des Inositol-Monophosphats dephosphoryliert. 


5. Bestimmung der freien Inositol-Phosphorsdureester 


Fiir diese Bestimmungen wurde die gleiche Extraktionsmethode verwendet wie 
fiir das freie Inositol. Der Extrakt wird durch eine Anionenaustauschersaule laufen 
gelassen und dadurch das freie Inositol von den Phosphorséureestern getrennt. Die 
Inositol-Phosphorsaureester werden an Dowex 2 adsorbiert. Sie werden dann mit 
verdiinnter Natronlauge eluiert und zur Entfernung der tiberschiissigen Lauge 
durch eine Kationenaustauschersaule laufen gelassen. Die Lésung wird nun wie 
weiter unten beschrieben mit ,,saurer‘‘ Phosphatase behandelt. Nach vollstandiger 
Dephosphorylierung des Inositols wird die Lésung deionisiert und das freigesetzte 
Inositol getestet. 

Fir die Bestimmungen des freien Inositols und der Inositol-Phosphorsaéureester 
in den Kulturlosungen wurden diese auf die gleiche Weise behandelt wie die Mycel- 
Extrakte. 

6. Bestimmung der Inositol- Phospholipoide 

Die Extraktion der Inositol-Phospholipoide wurde nach Angaben von PosTER- 
Nak (1957) durchgefiihrt. Das frische Mycelium wird zwischen Filtrierpapier 
getrocknet und so fein wie méglich zerschnitten. Es wird dann in 2 Volumen einer 
Mischung von frisch dest. Ather und abs. Alkohol (1:3) suspendiert und im Dunkeln 
stehen gelassen. Nach 48 Std wird abfiltriert. Diese Operation wird 3 mal wiederholt, 
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wobei das Pilzmaterial jeweils nur noch 24 Std mit dem Extraktionsmittel stehen 
gelassen wird. Im folgenden beziehen sich die angegebenen Werte auf 10g ver- 
wendetes frisches Mycelium. Die vereinigten Extrakte werden durch Vakuum- 
destillation auf 2—3 ml eingeengt. Es bildet sich dabei ein starker Niederschlag. 
Ohne diesen zu entfernen, wird die wasserige Phase mit NaCl gesattigt und das 
Ganze 10mal mit je 1 Volumen Chloroform ausgeschiittelt. Die vereinigten Chloro- 
form-Extrakte werden durch Ausschiitteln mit 1/, Volumen gesattigter NaCl-Losung 
gewaschen und dann tiber NaSO, anhydricum getrocknet. 

Der Mycelriickstand aus der oben erwahnten Extraktion wird im Dunkeln an 
der Luft getrocknet und anschlieBend in einem Mérser so fein wie méglich zerrieben. 
Das trockene Pulver wird in einer Mischung aus Chloroform (1 Volumen) und Me- 
thylalkohol (1 Volumen) suspendiert (10 ml/g Trockensubstanz) und 24 Std unter 
haufigem Schiitten im Dunkeln aufbewahrt. Danach wird abfiltriert und dieser 
Vorgang 2mal wiederholt. Die erhaltenen Lésungen werden im Vakuum ein- 
gedampft und in Chloroform wieder aufgenommen. Diese Lésung wird mit 1/, Vo- 
lumen gesittigter NaCl-Losung gewaschen und nach Trocknung iiber NaSO, 
anhydricum mit obiger Chloroform-Lésung vereinigt. 

Die vereinigten Chloroform-Extrakte werden im Vakuum zur Trockene ein- 
gedampft und in 0,5 ml Chloroform wieder aufgenommen. Diese Lésung wird unter 
Umrihren in 5 ml entwassertes Aceton gegossen und 24 Std im Hisschrank stehen 
gelassen. Die dabei ausgefallenen Phospholipoide werden durch Zentrifugieren 
getrennt und mit Aceton gewaschen. Sie werden dann wieder in Chloroform gelést 
und auf die gleiche Weise wieder in Aceton gefallt. (Da Vorversuche zeigten, daB 
die Fallung in Aceton kleinere Verluste an Inositol-Phospholipoiden mit sich fihrt, 
wurde fiir die folgenden Messungen die zweite Fallung in Aceton unterlassen.) 

Diese frisch gefallte Fraktion wird in rund 10 Volumen kalter (0° C) 1n HCl fein 
suspendiert und 1 Std bei 0° C stehen gelassen. Danach wird die Suspension wahrend 
5 Tagen in der Kaltekammer (4°C) gegen Leitfahigkeitswasser dialysiert. Die 
Aufenflissigkeit wird alle 24 Std erneuert. Die im Dialysierschlauch enthaltene 
Emulsion wird dann mit NaCl gesaittigt und durch 10maliges Ausschiitteln mit 
Chloroform extrahiert. In dieser Lésung werden Phosphor-Bestimmungen durch- 
gefiihrt. Die Lésung wird dann eingedampft und mit 6n HCl wahrend 40 Std 
hydrolysiert. Das Hydrolysat wird in einem Hirschtrichter durch Aktivkohle 
filtriert und nach Behandlung mit Ionenaustauscher das freigesetzte Inositol 
getestet. Um eine Zerstérung der Phosphatide durch Oxydation nach Méglichkeit 
zu vermeiden, wurden die Extraktionsmittel immer mit N gesattigt und simtliche 
Vakuumdestillationen unter N-Atmosphare durchgefiihrt. 

Fiir die Bestimmungen der Inositol-Phospholipoide in den Kulturlésungen 
wurden diese auf 1/,, Volumen eingedampft, mit NaCl gesittigt und 10mal mit 
1 Volumen Chloroform ausgeschiittelt. Die vereinigten Chloroform-Extrakte wurden 
dann wie die entsprechenden Mycel-Extrakte weiter behandelt. 

Das molare Verhaltnis P/Inositol betrug in den erhaltenen Inositol-Phospholipoid- 
Fraktionen durchschnittlich 9,7. 


7. Phosphor-Bestimmungen 


Die Bestimmungen des organischen und mineralischen Phosphors wurden nach 
der Methode von Fiskz u. SuBBAROW (1925) durchgefiihrt. 


8. Dephosphorylierung der Inositol- Phosphorsdureester 
mit Phosphatase 


a) Gewinnung der Phosphatase: Fur diese fermentative Hydrolyse wurde 
die Phosphomonoesterase Typ II (saure Phosphatase) verwendet. Sie wurde 
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durch 30stiindige Dialyse von Sperma! gegen Leitfahigkeitswasser bei 4° © ge- 
wonnen. Die AuSenfliissigkeit wird nach 20 Std erneuert. Nach 36 Std wird die im 
Dialyseschlauch enthaltene Suspension abfiltriert und die Lésung, die die Phos- 
phatase enthalt, unter Toluol im Kiihlschrank aufbewahrt. 

b)Messung der Phosphatase-Aktivitat: Zur Charakterisierung der 
Phosphatase-Aktivitat beniitzten wir die Phosphatase-Einheit nach ALBERS u. 
ALBERS (1935). Sie wird definiert als diejenige Fermentmenge, welche unter op- 
timalen Bedingungen (px 5,5, Temperatur 35°C, geniigende Substratkonzen- 
tration) aus dem Substrat (Na-Glycerophosphat) in 1 Std die 0,1 mg elementarem 
Phosphor entsprechende Phosphatmenge freisetzt. 

c) Dephosphorylierung der Inositol- Phosphorsaureester: Die Inositol- 
Phosphorsaureester-Extrakte werden soweit eingedampft, bis sie schatzungsweise 
500 y Inositol/ml enthalten. Von dieser Lésung werden 5 ml verwendet und diesen 
1 ml 0,5 mol Acetat-Puffer und soviel Phosphatase zugegeben, daB die Lésung rund 
200 Phosphatase-Einheiten/ml enthalt. Das ganze System wird dann unter Toluol 
bei 36° C inkubiert. Nach 48 Std war der gesamte Phosphor mineralisiert und somit 
auch das gesamte Inositol freigesetzt. 


9. Papierchromatographie der Inositol-Extrakte 


a) Freies Inositol: Samtliche Messungen des Inositols wurden in der vor- 
liegenden Arbeit mit mikrobiologischen Testen durchgefiihrt. Es schien uns deshalb 
wichtig, das getestete Inositol eben- 
falls durch eine grundsatzlich ver- 
schiedene Methode zu identifizieren. 
Zu diesem Zwecke wahlten wir die 
Papierchromatographie, wie sie von 
Batxov (1953) und von PosTERNAK 

(1955) beschrieben wurde. Wegen Bos 

der niederen Rr-Werte des Inositols 

wurde das Verfahren der Durchlauf- 

chromatographie angewendet. Wir 

bentitzten WHaTmaNns Filtrierpapier 

Nr. 1 und als Lésungsmittel eine Abb. 2. Papierchromatographie eines Mycel-Ex- 
Mischung von Aceton (78°/)) und _ traktes (4). 1—3 sind reine Inositollésungen (30, 20 
Wasser (228)). Zur Tntwiekling "4 107 Tmt Leeman nn 
wurde das Reagens Tollens I ver- 

wendet: 0,1n AgNO, + 5n NH, + 2n 

NaOH (1:1:2). Die Chromatogramme wurden mit diesem Reagens bespriiht und 
dann iiber Wasserdampf gehalten, bis sie gut feucht waren. Diese Operation wurde 
3mal wiederholt. 

Fiir die Chromatographie konnten die gleichen Inositol-Extrakte beniitzt 
werden wie fiir die mikrobiologischen Teste. Sie wurden eingedampft, bis sie das 
Inositol in einer Konzentration von rund 0,5°/, enthielten. 

Mit dieser Methode wurde ebenfalls eine semiquantitative Bestimmung 
des Inositols versucht (Abb. 2). Aus der Gréf8e und Intensitat des Flecken 4 


(Mycel-Extrakt) kann man durch Vergleich mit den Flecken von be- 
kanntem Inositolgehalt schatzen, da8 er nicht ganz 20 y und sicher mehr 


1 Wir méchten an dieser Stelle der Dermatologischen Klinik des Inselspitals, die 
uns das Ausgangsmaterial zur Verfiigung stellte, unseren verbindlichsten Dank 


aussprechen. 
23* 
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als 10 y Inositol enthalten mu8. Inositolbestimmungen mit dem Saccharo- 
myces cerevisiae im gleichen Extrakt ergaben einen Wert von 16,5. 
Wenn diese Methode auch nur eine grobe Schatzung erlaubt und keines- 
falls fiir genaue quantitative Bestimmungen geeignet ist, bedeutet dieses 
Ergebnis dennoch eine gewisse Sicherung der Testergebnisse. 


Andere Cyclite als Inositol konnten in N. crassa ,,inositolless nicht nach- 
gewiesen werden. 

b) Inositol-Phosphorsaureester: Die Extraktion der Inositol-Phosphor- 
siiureester wurde bereits 8. 337 beschrieben. 

Qualitative Untersuchungen: Die besten Ergebnisse wurden mit der 
Technik der Rundfilterchromatographie erhalten. Der Extrakt und die Vergleichs- 
lésungen werden auf einem kleinen konzentrischen Kreis aufgetragen. In ein kleines 
Loch im Mittelpunkt dieses Kreises wird ein Filtrierpapierréllchen gesteckt, durch 
welches sich das Lésungsmittel hochsaugt und auf dem Papier ausbreitet. 

Als Filtrierpapier verwendeten wir Schl. & Sch. Nr. 2043b und als Loésungs- 
mittel eine Mischung nach Hanes u. IsHeRwoop (1949): n-Propanol, konz. Am- 
moniak und Wasser (6:3:1). Bereits nach 6 Std Laufzeit konnten die Chromato- 
gramme abgebrochen und bei Zimmertemperatur getrocknet werden. Fur die 
Entwicklung wurde die Methode von Wane u. Mor@an (1953) verwendet. Das gut 
getrocknete Chromatogramm wird mit einer Lésung von 0,1°/) FeCl, 6 H,O in 
80°/, Alkohol bespritht. Beim Trocknen erscheinen die Phosphorverbindungen weil 
auf violettem Hintergrund. Damit die Farbe gut in Erscheinung tritt, muB das px 
zwischen 1,5 und 2,5 gehalten werden, was am besten mit Thymolblau gepriift 
werden kann. 

Als Bezugssubstanzen verwendeten wir Orthophosphat, Glycerophosphat und 
Tnositol-Monophosphat. Die Konzentrationen wurden so gewahlt, da die auf- 
getragenen Mengen (0,005 ml) rund 20 y P enthielten. 

Quantitative Untersuchungen: Fiir diese Untersuchungen wurde die ab- 
steigende Durchlaufchromatographie angewendet. Es wurde ebenfalls Schl. & Sch. 
Filtrierpapier Nr. 2043b verwendet, das aber in diesem Falle wegen seines stérenden 
Phosphatgehaltes vor Gebrauch mit 2n HCl gewaschen und mit Leitfahigkeits- 
wasser ausgesptlt wurde, bis es wieder neutral reagierte. 

Die Extrakte werden regelmaiBig auf der ganzen Linge der Startlinie aufgetragen. 
Fiir Blatter vom Format 1646 kénnen Konzentrationen yon 2—3 mg P ver- 
wendet werden. Nach 10—12 Std Laufzeit werden die Blatter getrocknet und der 
Lange nach 2 Referenzstreifen von 5mm Breite herausgeschnitten. Diese werden 
wie oben beschrieben entwickelt. An Hand dieser Streifen kénnen die Banden der 
Phosphatverbindungen ziemlich genau limitiert werden. Diese werden dann ganz 
fein zerschnitten und die Substanzen durch 5maliges Waschen aus dem Filtrierpapier 
extrahiert. In diesen Lésungen wird der organische und mineralische Phosphor 
bestimmt. AnschlieBend werden sie zur 'Trockene eingedampft, mit 6n HCl hydro- 
lysiert, neutralisiert und auf Inositol getestet. 


II. Ergebnisse und Diskussion 
A. Bestimmungen des Gesamt-Inositols bei Neurospora crassa 
,~nositolless 
Die ersten Bestimmungen wurden an 4 Tage alten Kulturen vorgenom- 
men. Gemessen wurden das Trockengewicht und das Gesamt-Inositol des 
Myeels. In der Kulturlosung wurde neben dem Gesamt-Inositol, durch 
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direktes Testen der neutralisierten Nahrlésung, ebenfalls das freie 
Inositol bestimmt. Die Differenz zwischen dem gesamten und dem 
freien Inositol ergibt dann Werte fiir ,,gebundenes‘‘ Inositol. Diese ver- 
schiedenen Formen des Inositols sollen im nachsten Teil der vorliegenden 
Arbeit genauer untersucht und gemessen werden. Die Ergebnisse, die in 
5 verschiedenen Versuchsserien erhalten wurden, sind in Tab. 1 zusammen- 
gestellt. 


Tabelle 1. Inositolgehalt von Mycel und Néhrlisung 4 Tage alter Neurospora crassa 
»tnositollesss‘ Kulturen (100 y gebotenes Inositol/ Kultur) 
Inositol in y/Kultur = Prozent des gebotenen Inositols. Durchschnitte aus je 
2 Parallelversuchen 


. 1 Differenz 
Rest fi Ss Ges = 
Trocken- oe . ana Ta Bae oA A Inositol Totalnach- | gebotenes — 

gewicht Nihrldsung | Nahrldsung im Mycel | gewiesenes nach- 

mg/Kultur in y ine in y Tnositol gewiesenes 
| Tnositol 
Versuch 1 Higa Ar Dy 34,4 63,1 97,5 —2,5 
Versuch 2 ZO 3.0 SH) 61,0 96,2 —3,8 
Versuch 3 29,8 4,0 38,6 59,8 98,4 —1,6 
Versuch 4 Zaps 6,4 37,8 | 56,1 93,9 6s! 
Versuch 5 SiO eae | 5,3 ewss.8) le. ¥60%0 95,8 =a 

2 S | 72 a a7 % 

Durchschnitte) 28,8 | 4,9 | 36,3 | 60,0 96,3 =3y7) 


Nach 4 Tagen Wachstum ist fast saimtliches gebotene Inositol auf- 
genommen worden. Aus der Differenz zwischen Gesamt-Inositol und 
freiem Inositol der Kulturlosung ist ersichtlich, da in diesem Ent- 
wicklungsstadium rund 30y Inositol in gebundener Form vorliegen. 
,,Gebundenes“ Inositol konnte durch YARBROUGH u. CLARK (1957) eben- 
falls in der Kulturlosung von Schizosaccharomyces pombe nachgewiesen 
werden. 

Vom gebotenen Inositol kann 93,9—98,4°/, im Mycel und in der Kultur- 
lésung wieder nachgewiesen werden. Die beobachtete Differenz betragt 
durchschnittlich —3,7°/, und liegt somit innerhalb der Fehlergrenze der 
verwendeten Methoden. Es kann also angenommen werden, da Inositol 
durch NV. crassa ,,inositolless‘* unter den angewendeten Kulturbedingun- 
gen und innerhalb einer Entwicklungszeit von 4 Tagen nicht abgebaut 
wird. Ein Inositol Um- oder Abbau ist nur noch im Ausma8 innerhalb 
der Fehlergrenze der verwendeten Bestimmungsmethoden méglich. 


1. Zeitversuch 
In einem Zeitversuch sollten die erhaltenen Ergebnisse fiir weitere 
Entwicklungsstadien des Pilzes untersucht werden. 


Es wurde eine Serie von 300 Kulturen angesetzt, die 100 y Inositol pro 10 ml 
Nahrlosung enthielten. Von diesen wurden am 2., 3., 4., 6. und 8. Kulturtag eine 
geniigende Anzahl (40—90 Kulturen) geerntet, um mindestens 1 g¢ Trockensubstanz 
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zu erhalten. Neben dem Gesamt-Inositol des Mycels und der Nahrlésung wurde 
ebenfalls das freie Inositol der Nahrlésung bestimmt. Dieser Versuch wurde unter 
identischen Bedingungen wiederholt. Die Ergebnisse stimmten gut mit denen des 
ersten Versuches tiberein. Sie sind in Tab. 2 zusammengestellt. 


Tabelle 2. Inositolgehalt der Néahrlisung und des M ycels von Neurospora crassa 
,,inositolless“* Kulturen (100 y gebotenes Inositol/10 ml Nahrlésung) als Funktion der 
Entwicklung 
Inositol in y/Kultur. (In Klammern: Werte bezogen auf 1 mg Trockensubstanz) 


Alter der Kultur in Tagen 2 3 4 6 8 
Trockengewicht mg/Kultur 11,0 25,2 30,5 Bile ep 
Gesamt-Inositol im Mycel Dee sys) 63,6 507 a 4634 

pe liens Be ye bce) A tar ait (2,01) (2,07) (2,08) (1,75) (1,69) 


Gesamt- Inositol in der } 
Nahrlésunginy ... . 75,2 44.8 32,0 42,8 Ha 


Freies Inositol in der | 
Nahrlésunginy ... . 72,1 34,9 | 4,5 2,8 | 2,9 


Gebundenes Inositol in der 
Nahrlésunginy ... . 3,1 9,9 28.0720) e400) 49,3 


Total nachgewiesenes 
Inositol yea ae 97,4 97,1 95,6 97,8 98,6 


Differenz: gebotenes — nach- 
gewiesenes Inositol in y —2,6 —2,9 —4,4 ee ee 


Aus Tab. 2 geht hervor, daB das Inositol im Mycel bis zum 4. Kulturtag 
proportional mit dem Trockengewicht zunimmt. Wahrend nun vom 
4.—6. Tag das Trockengewicht noch etwas zunimmt, sinkt der Inositol- 
gehalt des Pilzes bereits deutlich ab. Vom 6.—8. Tag nimmt das Trocken- 
gewicht als Folge beginnender Autolyse stark ab und proportional dazu 
das Inositol des Mycels. 

Das freie Inositol der Nahrlosung nimmt im Laufe der Entwicklung 
des Pilzes rasch ab. Am 4. Tag ist fast simtliches freie Inositol aus der 
Nahrlésung aufgenommen worden. Dieser Zeitpunkt fallt mit dem Be- 
ginn der Abnahme des Inositols im Mycel zusammen. 

Gebundenes Inositol laBt sich bereits nach 2 Tagen Wachstum in der 
Kulturlosung nachweisen und nimmt im Laufe der Entwicklung standig 
zu. Vom 4.—8. Kulturtag entspricht diese Zunahme der Abnahme des 
Inositols im Mycel. Ob nun dieses gebundene Inositol aktiv durch den 
Organismus ausgeschieden wird, oder ob es sich um ein Produkt der Auto- 
lyse handelt, kann nicht mit Sicherheit entschieden werden. Schwer ver- 
standlich ware, wenn die Autolyse als einzige Ursache dieser Ausscheidung 
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betrachtet wiirde, die Tatsache, daB die starkste Ausscheidung wahrend 
des intensivsten Wachstums stattfindet, um spater, wenn eine deutliche 
Trockengewichtsabnahme gemessen wird, etwas abzusinken. 

Das gebotene Inositol kann wahrend der ganzen Entwicklung des 
Pilzes zu 95—99°/, im Mycel und in der Nahrlésung nachgewiesen werden. 
Selbst wahrend der Periode, in der ein deutlicher Abbau des Pilz- 
materials gemessen wird, sind keine gréBeren Differenzen zwischen dem 
gebotenen und dem nachgewiesenen Inositol festzustellen. Daraus kann 
geschlossen werden, da8B das Inositolmolekiil wihrend der ganzen Ent- 
wicklung von J. crassa ,,inositolless“ nicht abgebaut wird. 


2. Konzentrationsversuch 


Als letztes wurden die gleichen Untersuchungen noch an Kulturen mit 
verschiedenen Inositolkonzentrationen durchgefiihrt. Die Ergebnisse 
findet man in Tab.3 zusammengestellt. Sie wurden durch einen zweiten 
Konzentrationsversuch bestatigt. 

Die Trockengewichte nehmen mit steigenden Inositolkonzentrationen 
zu, erreichen bei 100 y Inositol/Kultur das Maximum, um bei 400 y je 
Kultur als Zeichen einer leichten Hypervitaminose etwas abzusinken. 
Der regelmaBige Anstieg des Koeffizienten, aufgenommenes Inositol/ 
Trockensubstanz, weist darauf hin, da8 mit suboptimalen Inositol- 
konzentrationen ein proportional staérkeres Wachstum erreicht wird als 
mit optimalen Konzentrationen. 

Die maximale Menge Inositol, die durch den Organismus aufgenommen 
wird, betragt (bei 200y gebotenem Inositol) rund 120 y und wird auch 
durch ein vermehrtes Inositolangebot nicht tiberschritten. Dies wurde in 
Versuchen mit mehreren tiberoptimalen Inositolkonzentrationen be- 
statigt. 

Uberraschende Ergebnisse brachten die Berechnungen des gebundenen 
Inositols der Kulturlosungen. Die Quantitat des gebundenen Inositols 
in der Nahrlésung steht in keinem direkten Verhaltnis zur Konzentra- 
tion des gebotenen Inositols. Diese Form des Inositols kann also 
nicht als Ausscheidungsprodukt tiberschiissigen Inositols betrachtet 
werden. Kulturen, die Inositol in suboptimalen Mengen enthalten, 
scheiden ebenfalls gebundenes Inositol in die Kulturlésung aus, und zwar 
prozentual zum aufgenommenen Inositol, in gréBeren Quantitaten als 
Kulturen mit optimalen Inositolkonzentrationen. Mycelien, die aus 
Inositolmangel an einer weiteren Entwicklung gehindert worden sind, 
scheiden also dennoch diesen Wachstumsfaktoren zum Teil wieder in 
die Kulturlésung aus und dies in einer Form, die durch den Pilz nicht 
mehr aufgenommen und verwertet werden kann. 

Hier stellt sich wieder die Frage nach der Ursache dieser Ausscheidung. 
Man kénnte annehmen, da8 das Inositol durch die Autolyse der zuerst 
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gebildeten Hyphen in das Milieu gelangt. Mit gleicher Berechtigung kann 
man aber annehmen, daB diese Inositolverbindung als Endprodukt des 
Tnositolstoffwechsels fiir die weitere Entwicklung des Organismus nicht 
mehr verwertbar ist und somit aktiv in die Kulturlésung ausgeschieden 


Tabelle 3. Inositolgehalt der Néhrlésung und des Mycels 4 Tage alter Neurospora 
crassa ,,inositolless“’ Kulturen als Funktion des gebotenen Inositols 
Tnositol in y/Kultur. Als aufgenommenes Inositol wird die Differenz zwischen dem 
gebotenen und dem Rest freien Tnositols in der Nahrlésung bezeichnet. (In Klammern: 

Werte bezogen auf 1 mg Trockensubstanz) 
i 


Gebotenes Inositol in 

yiaibur Go. ok ee 25 50 100 200 400 
Trockengewicht in 

me/Kultur 91. + 19,1 23,9 28,1 28,7 26,4 
Gesamt-Inositol 13,5 29,0 68,5 90,6 86,2 

imMyceliny .... - (0,71) (1,22) (2,44) (3,16) (3,20) 
Gesamt-Inositol in der 

Nahrlésung iny 10,3 19,6 28,5 104,0 304,2 
Freies Inositol in der 

Nahrlésung iny 1,9 1,9 3,8 80,8 283,6 
Gebundenes Inositol in der 8,4 ‘Wey 24,7 23,2 20,6 

Nahrlosung iny (0,44) (0,74) (0,88) (0,81) (0,78) 
Aufgenommenes Inositol 93,1 48,1 96,2 119,2 116,4 

IN), io - cig et (1,21) (2,02) (3,42) (4,61) (4,42) 
Total nachgewiesenes 

Tmositol snare eee 23,8 48,6 97,0 194.6 390,4 
Differenz gebotenes — nach- 

gewiesenes Inositol iny . 1,2 La) 3,0 5,4 9.6 
Differenz in Prozent des 

gebotenen Inositols . . 4,8 2,8 3,0 2,7 2,4 


wird. Was in diesem Falle vielleicht erstaunen kénnte, ware die Un- 
zweckmaBigkeit eines solchen Vorganges. Es scheint aber wahrscheinlich, 
daB der Inositolstoffwechsel als Teilvorgang des gesamten Stoffwechsel- 
geschehens einem bestimmten Rhythmus unterworfen ist, der durch die 
Quantitat des gebotenen Inositols nicht oder nur wenig beeinfluBt wird. 

Im Mycel und in der Nahrlésung kénnen durchschnittlich 96°/) des 
gebotenen Inositols wieder nachgewiesen werden. Man kann daraus 
schlieBen, daB das Inositol durch N.crassa_ ,,inositolless auch bei 
Uberangebot nicht abgebaut wird. 
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B. Fraktionierte Bestimmungen des freien und 
des gebundenen Inositols bei Neurospora crassa »tnositolless*‘ 


In den vorstehenden Bestimmungen wurde durch die HCl-Hydrolyse 
sdmtliches Inositol in freies Inositol tibergefiihrt und somit immer nur 
das gesamte Inositol erfaBt und gemessen. In diesem Teil der vorliegenden 


Tabelle 4. Fraktionierte Bestimmungen des freien wnd des gebundenen Inositols im 
Mycel wnd in der Kulturlésung von Neurospora crassa ,,inositolless Kulturen 
(100 y gebotenes Inositol/10 ml Néhrlésung) als Funktion der Entwicklung 
Die Inositol-Werte stellen absolute Werte in y/Kultur dar = Prozent des gebotenen 
Inositols. (In Klammern sind diese Werte auf 1 mg Trockensubstanz bezogen) 


Alter der Kultur in Tagen 2 3 4 6 8 


a ee 


Trockengewicht in 


AO STARS ab 10,3 20,9 29,6 Oa 30,9 
Gesamt-Inositol in der 
‘ Nabrlésunginy ....| 75,2 53,4 37,2 47,4 53,5 
Freies Inositol in der 4 
- Naéhrl6sunginy .... 71,9 42,7 6,0 0 0 
Inositol als IPE in der 
Nahrl6sunginy .... 0 9.3 26,2 44,3 52,0 
(0) (0,45) (0,88) (1,33) (1,68) 
Inositol in IPL in der 
Nahrlosunginy .... 0 0 0 0 0 
Aufgenommenes Inositol y 28,1 57,3 94,0 100 100 
(2,73) | (2,74) | (3,18) | (3,01) | (3,24) 
Gesamt-Inositol im Mycel y 20,8 42.3 61,1 50,5 43,5 


Freies Inositol im 
Myceliny. . . 


Inositol als IPE im 
Mey cellinGeh 2 voi at.. (atts 4,3 7,6 10,8 11,8 11,5 


Inositol in IPL im 
Mycol Wty oeect a leer le 13,8 26,9 41,3 27,4 21,6 


Total aus Gesamt-Inositol- 
Bestimmung =... 96,0 95,7 98,3 97,9 97,0 


Total aus Inositol- 
Bestimmungen in 
einzelnen Fraktionen . . 95,7 94,5 90,6 87,9 89,1 


IPE = Inositol-Phosphorsaureester. [PL = Inositol-Phospholipoide. 
Als aufgenommenes Inositol wird die Differenz zwischen dem gebotenen und 
dem restlichen freien Inositol der Kulturlésung bezeichnet. 
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Arbeit wird versucht, das freie Inositol und die verschiedenen Inositol- 
verbindungen zu fraktionieren und einzeln zu bestimmen. 

Vorversuche zeigten uns, da8 nach 4 Tagen Wachstum von N.crassa 
, inositolless‘‘ im Mycel nur noch ein kleiner Teil des aufgenommenen 
Inositols als freies Inositol vorliegt. Der grote Teil kann in gebundener 
Form nachgewiesen werden, und zwar als Inositol- Phosphorsaureester, 
hauptsachlich aber als Inositol-Phospholipoid. Ein betrachtlicher Anteil 
ist in diesem Zeitpunkt bereits als gebundenes Inositol in die Kultur- 
lésung ausgeschieden worden. 

Die Aufnahme des Inositols durch den Organismus, die Bildung sowie 
der eventuelle Abbau der Inositolverbindungen und die Ausscheidung 
derselben sollten nun als Funktion der Entwicklung des Pilzes verfolgt 
werden, Zu diesem Zwecke wurde ein Zeitversuch mit folgender Versuchs- 
anordnung durchgefihrt : 


Es wurde eine Serie von 700 N. crassa ,,inositolless‘* Kulturen angesetzt, die 
alle 100 y Inositol/10 ml Nahrlésung enthielten. Von diesen wurden am 2., 3., 4., 6. 
und 8.Kulturtag je 140 Kulturen geerntet. Im Mycel und in der Nahrlésung dieser 
Kulturen wurde das freie Inositol, das Inositol als Phosphorsaureester und das 
Inositol der Phospholipoide bestimmt. Als Kontrolle wurde ebenfalls das Gesamt- 
Inositol gemessen. Die verwendeten Methoden wurden bereits 8. 337 beschrieben. 

Dieser Zeitversuch wurde unter identischen Bedingungen wiederholt. 
Die Ergebnisse bestatigten die des ersten Versuchs mit der einzigen 
Ausnahme, daB die Werte fiir die Inositol-Phospholipoide, wahrscheinlich 
als Folge einer vorsichtigeren und schnelleren Verarbeitung des Unter- 
suchungsmaterials, etwas héher ausfielen. Die Ergebnisse des 2.Versuches 
sind in Tab. 4 zusammengestellt. 


1. Das freie Inositol 


Die rasche Aufnahme des freien Inositols aus der Nahrlosung wurde 
bereits in den vorangehenden Versuchen festgestellt. Der Gehalt des 
Mycels an freiem Inositol erreicht am 3. Kulturtag ein Maximum und 
sinkt dann etwas ab. Das Verhaltnis zwischen freiem Mycel-Inositol und 
Trockensubstanz nimmt wahrend der ganzen Entwicklung des Pilzes 
standig ab. Es liegt nahe, diese Abnahme mit dem gleichzeitigen starken 
Absinken des verfiigbaren freien Inositols in der Nahrlésung in Beziehung 
zu bringen. 

2. Die Inositol- Phosphorsdureester 

In diesen Versuchen konnte das Auftreten einer gebundenen Form des 
Inositols in der Kulturlésung vom 3. Kulturtag an bestatigt werden. 
Diese Form des Inositols li8t sich nicht mit organischen Lésungsmitteln 
extrahieren; es handelt sich also nicht um Inositol-Phospholipoide. Diese 
Inositolverbindung wird an Anionenaustauscher adsorbiert und das 
Inositol kann mit dialysierter Prostata-Phosphatase quantitativ daraus 
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freigesetzt werden. Auf Grund dieser Kriterien wurde diese Inositol- 
verbindung als Inositol-Phosphorsaureester bezeichnet. Vermutlich 
handelt es sich hier um ein Endprodukt im Inositolstoffwechsel. 

Auf die gleiche Weise kénnen Inositol-Phosphorsaureester ebenfalls 
im Mycel nachgewiesen werden. Sie nehmen bis zum 4. Kulturtag 
konstant zu. Innerhalb dieses Entwicklungsstadiums enthalt das Mycel 
rund 10°/, des gebotenen Inositols als Phosphorsaureester. Dieser Wert 
bleibt bis zum 8. Kulturtag unverandert. 


2 
I 


Abb. 3. Chromatographie eines Inositol-Phosphorsdureester-Extraktes aus 3 Tage alten Newrospora 

crassa ,,inositolless‘‘-Mycelien (rechts). Links Bezugssubstanzen: e¢ Glycerophosphat; @ Inositol- 

Monosphosphat; e freies Orthophosphat. Schl. & Sch. Filtrierpapier Nr. 2043b. Lésungsmittel 
n-Propanol, konz. Ammoniak, Wasser (6:3:1). Entwicklung nach WADE u. MORGAN (1953) 


Im folgenden sollte nun versucht werden, diese Inositol-Phosphor- 
saureester-Fraktion naher zu charakterisieren. Durch die Verwendung 
der Papierchromatographie sollte es méglich sein, festzustellen, ob es 
sich um ein Inositol-Monophosphat, eine héher phosphorylierte Form 
des Inositols oder um eine komplexere Inositol-Phosphorverbindung 
handelt. Diese Untersuchungen wurden an Inositol-Phosphorsdureester- 
Fraktionen 3 Tage alter Mycelien vorgenommen. Wir verwendeten die 
Technik der Rundfilterchromatographie mit dem Lésungsmittelgemisch 
n-Propanol, konz. Ammoniak, Wasser (6:3: 1). Die Entwicklung geschah 
nach der Methode von Wap# u. Moraan (1953). Als Bezugssubstanzen 
wurden Orthophosphat, Glycerophosphat und Inositol-Monophosphat 
verwendet. Abb.3 stellt ein solches Chromatogramm dar. 

Neben Glycerophosphat (Bande c) und freiem Orthophosphat (Bandee) 
konnte im Extrakt durch Vergleich mit den Bezugssubstanzen ebenfalls 
Inositol-Monophosphat (Bande d) festgestellt werden. Die Wahrschein- 
lichkeit, daB es sich bei dieser Substanz tatsachlich um Inositol-Mono- 
phosphat handelt, wurde durch iibereinstimmende Ergebnisse in Misch- 
chromatogrammen mit den Lésungsmittelgemischen n-Propanol, Am- 
moniak, Wasser (6:3:1) und (5:4:1 nach DussoperT u. PereK 1956) 
und Butanol tertiair, Wasser, Pikrinsdure (80:20:4) bestarkt. 
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In den Substanzen der einzelnen Banden wurde ebenfalls das Inositol 
sowie der anorganische und organische Phosphor gemessen. Da aber mit 
der Technik der Rundfilterchromatographie nur geringe Extraktmengen 
chromatographiert werden kénnen, wurde zu diesem Zwecke die ab- 
steigende Durchlaufchromatographie angewendet. Da mit dieser Methode 
das Inositol-Monophosphat nicht scharf vom anorganischen Phosphat 
getrennt werden konnte, wurden diese 2 Banden (d—e) zusammen 
herausgeschnitten und analysiert. 

Inositol konnte ausschlieBlich in der Bande d—e nachgewiesen werden. 
Das molare Verhiltnis zwischen organischem Phosphor und Inositol war 
aber nicht wie erwartet gleich 1, sondern immer betrachtlich héher 
(1,7—2,0). Posrernak u. Scuoprer (1957) konnten nach schonender 
Hydrolyse dialysierter Phospholipoide aus N.crassa eine Substanz mit 
dhnlicher Laufgeschwindigkeit nachweisen. Das molare Verhaltnis 
organischer P/Inositol dieser Verbindung betrug je nach dem Grad der 
Reinigung 1,55—1,96. Es besteht die Méglichkeit, da diese beiden 
Substanzen die gleiche Inositolverbindung darstellen. 

Aus der Laufgeschwindigkeit der Banden a, b und f zu schlieBen, 
kénnte es sich hier um phosphorylierte Zucker handeln, und zwar um 
Glucose-1-Phosphat (a), Fructose-6-Phosphat (b) und Fructose-1,6- 
Phosphat (f). Da diese Banden kein Inositol enthalten, wurden sie nicht 
naher untersucht. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB die als Inositol-Phosphor- 
sdureester bezeichnete Fraktion wenigstens zum Teil aus einer Substanz 
besteht, die in verschiedenen Lésungsmitteln die gleiche Laufgeschwin- 
digkeit besitzt wie das Inositol-Monophosphat, fiir die aber ein molares 
Verhaltnis (organischer P/Inositol) héher als 1 gefunden wurde. In 
dieser Inositol-Phosphorsaureester-Fraktion kénnen keine héher phos- 
phorylierten Inositolverbindungen nachgewiesen werden. Es ist nicht 
ausgeschlossen, daf diese Fraktion ebenfalls komplexere Inositol- 
verbindungen enthalt, diese miiBten dann aber durch die von uns ver- 
wendete Entwicklungs-Methode nicht als Phosphorverbindung nach- 
weisbar sein. 

3, Die Inositol- Phospholipoide 

Die, wenigstens quantitativ, bedeutendste Inositol-Fraktion ist die der 
Tnositol-Phospholipoide. Das Inositol der Phospholipoide nimmt bis zum 
4. Kulturtag proportional mit dem Gesamt-Inosito] des Mycels zu. Bis 
zu diesem Zeitpunkt liegen rund 66°/, des Gesamt-Inositols im Mycel als 
Inositol-Phospholipoide vor. Vom 4.—8.'Tag ist die Abnahme des 
Phospholipoid-Inositols etwas starker als die entsprechende Abnahme des 
Gesamt-Inositols (Tab. 5). 

Der Abnahme des Inositols der Phospholipoid-Fraktion vom 4. bis 
6.Tag um 13,9 y und vom 6.—8. Tag um 5,8 y entspricht eine Zunahme 


Untersuchungen iiber den Inositolstoffwechsel 349 


der Inositol-Phosphorsaureester-Fraktion in der Nahrl6sung von 18,1 
und 7,7 y Inositol. Dies spricht fiir die Annahme, daB es sich beim ge- 
bundenen Inositol der Kulturlésung um ein Abbauprodukt der Inositol- 
Phospholipoide handeln kénnte. Das Auftreten dieser Verbindung 
bereits vom 3. Kulturtag an wiirde darauf hinweisen, da8 wahrend dieser 
Entwicklungsperiode des Pilzes neben dem Aufbau der Inositol-Phos- 
pholipoide bereits ein Abbau stattfindet. 

Worauf dieser Abbau beruht, kann nicht mit Sicherheit festgelegt 
werden. Es besteht die Mdglichkeit, da8 die Inositol-Phospholipoide 
einem staéndigen Auf- und Abbau unterworfen sind. Die Abbauprodukte 


Tabelle 5. Inositolgehalt der Phospholipoid-Fraktion (IPL) in Prozent des Gesamt- 
Inositols des Mycels als Funktion der Entwicklung von Neurospora crassa ,,inositolless‘ 
(100 y gebotenes Inositol/10 ml Nahrlésung) 


Alter der Kultur in Tagen | 2 3 | 4 6 | 8 


Tnositol in IPL in Prozent 
des Gesamt-Inositols im 
Ni Cel ees et eae 66,4 63,4 67,5 54,3 49,6 


muBten in diesem Falle fiir eine Neubildung nicht mehr verwertet 
werden kénnen und in die Nahrlésung ausgeschieden werden. Da am 
4. Tag bereits praktisch kein freies Inositol mehr tiir diese Neubildung zur 
Verfiigung steht, wiirde sich dies in einer Abnahme der Inositol-Phospho- 
lipoide von diesem Zeitpunkt an ausdriicken. Es muB aber auch die 
MOoglichkeit beriicksichtigt werden, daB es sich beim Abbau der Inositol- 
Phospholipoide um eine Folge beginnender Autolyse der zuerst gebildeten 
Hyphen handeln kénnte. 

In den Kulturlésungen konnten Inositol-Phospholipoide nie nach- 
gewiesen werden. Auch die Niahrlésungen alterer Kulturen, bei denen 
eine deutliche Autolyse gemessen wird, scheinen keine Inositol-Phospho- 
lipoide zu enthalten. 


C. Inositol- Bestimmungen bei Neurospora crassa ,,wild® 


Durch Behandlung von Neurospora crassa mit verschiedenen mu- 
tagenen Agentien gelang es BEADLE u. Tatum (1945) Mutanten zu er- 
halten, die die Synthesefahigkeit fiir das Inositol verloren haben. Damit 
ist die Méglichkeit gegeben, den Inositolstoffwechsel bei 2 Mikro- 
organismen zu untersuchen, die sich ausschlieBlich in der Inositol- 
Autotrophie und Inositol-Heterotrophie voneinander unterscheiden 
lassen. In diesem Teil der vorliegenden Arbeit werden die Inositol- 
Bestimmungen, wie sie bei der ,,inositolless‘* Mutante durchgefiihrt 
wurden, ebenfalls an einem Inositol-autotrophen Stamm von Neurospora 
crassa vorgenommen. Der Vergleich der erhaltenen Ergebnisse soll uns 
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zeigen, wie weit sich der Syntheseverlust auf den gesamten Inositol- 
stoffwechsel auswirkt. 


Tabelle 6. Fraktionierte Bestimmungen des freien und des gebundenen Inositols im 
Mycel und in der Nahrlésung von Neurospora crassa ,,wild-Kulturen als Funktion 
der Entwicklung 
Die Inositol-Werte stellen absolute Werte in y/Kultur dar. (In Klammern sind diese 
Werte auf 1 mg Trockensubstanz bezogen) 


Alter der Kultur in Tagen 2 3 4 6 8 
Trockengewicht in | | 
mg/Kultur ... + - 20,6 37,0 44,9 48,8 43,5 
Gesamt-Inositol in der 
Nahrlésunginy ...- - 0 10,0 15,0 29,8 39.4 
0 (0,27) (0,33) (0,61) (0,91) 
Freies Inositol in der 
Nahrlésunginy ... - 0 0 0 0 0 
Inositol als IPE in der 
Nahrlésunginy ... - 0 9,4 13,8 26,2 36,6 
0 (0,25) (0,31) (0,54) (0,84) 
Tnositol in IPL in der 
Nahrlésunginy ... .- 0 0 0 0 0 
Gesamt- Inositol 
im Mycel in y 35,2 0,2 92,7 120,0 111,3 
Caley ag) (1,90) (2,06) (2,46) (2,60) 
Freies Inositol 
imMyceliny .... - 5,6 8,5 12,9 14.8 ahi 
(0,27) (0,23) (0,29) (0,30) (0,41) 
Inositol als IPE 
imMyceliny .... - 3,1 5,3 8,1 13,8 12,4 
(0,15) (0,14) (0,18) (0,28) (0,28) 
Tnositol in IPL 
des Mycelsiny. ... . 22,7 51,3 65,1 80,0 66,9 
(1,10) | (1,39) ) (4,45) | (4,64) | (1,54) 
Total aus Gesamt- ) 
Tnositol-Bestimmung . . BDee 80,2 107,7 149,0 150,7 
(1,71) (2,17) (2,40) (3,05) (3,46) 
Total aus Inositol- mt ; 
Bestimmungen in 
einzelnen Fraktionen . 31,4 74,5 99,9 135,6 133,6 
(1,52) | (2,02) | (2,22)| (2,78) | (3,06) 


IPE = Inositolphosphorsiureester. [PL = Tnositol-Phospholipoide. 
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In einem Zeitversuch wurden im Mycel und in der Kulturlésung von 
N. crassa ,,wild‘‘-Kulturen neben dem Gesamt-Inositol ebenfalls das 
freie Inositol, das Inositol als Phosphorsadureester und das Inositol der 
Phospholipoide bestimmt (Tab.6). 


1. Das Gesamt-Inositol 

Wahrend des ganzen Wachstums von N. crassa ,,wild“‘ findet eine stan- 
dige Biosynthese des Inositols statt. Am 6.Kulturtag hat das Trocken- 
gewicht des Pilzes das Maximum erreicht; von diesem Zeitpunkt an wird 
auch kein neues Inositol mehr synthetisiert. Der Koeffizient, y Gesamt- 
Inositol im Mycel/mg Trockensubstanz, zeigt einen bedeutenden 
Unterschied zu dem entsprechenden Wert beim Inositol-heterotrophen 
Stamm. Dieser betragt bei N. crassa ,,inositolless“ am 2.Kulturtag 
bereits 2,02, bleibt dann bis zum 4.Tag konstant um nachher, wahr- 
scheinlich als Folge mangelnden Inositols in der Nahrlésung, abzusinken. 
Beim Inositol-autotrophen Stamm hingegen betragt dieser Wert am 
2.Kulturtag erst 1,71, nimmt dann aber wahrend der ganzen Ent- 
wicklung standig zu. 

Gleichzeitig mit der Abnahme des Trockengewichtes vom 6.—8.Tag 
findet auch eine Abnahme des Gesamt-Inositols im Mycel statt. Ent- 
sprechend dieser Abnahme von 8,7y wird in der Niahrlésung eine 
Zunahme des ausgeschiedenen Inositols von 9,6y gemessen. Da der 
Nahrlosung fiir NV. crassa ,,wild‘‘-Kulturen kein Inositol beigefiigt wird, 
ist sdmtliches Inositol, das in der Nahrldsung nachgewiesen wird, als 
Ausscheidungsprodukt des Organismus zu betrachten. 


2. Das freie Inositol 

Im Unterschied zu JN. crassa ,,inositolless‘‘ nimmt das freie Inositol im 
Mycel von UN. crassa ,,wild“‘ wahrend der ganzen Entwicklung standig zu. 
Es liegt nahe, diese Zunahme mit der fortlaufenden Biosynthese des 
Inositols in Zusammenhang zu bringen, wahrend beim Inositol-hetero- 
trophen Stamm die Abnahme des freien Inositols im Mycel mit der 
gleichzeitigen Abnahme des verfiigbaren Inositols der Nahrlo6sung in 
Beziehung gebracht werden kann. 

In der Nahrlésung von JN. crassa ,,wild‘‘-Kulturen kann kein freies 
Inositol nachgewiesen werden. 


3. Die Inositol- Phosphorsdéureester 
Der Gehalt des Mycels an Inositol-Phosphorsadureester nimmt im 
Laufe der Entwicklung auf eine ahnliche Weise zu wie bei N. crassa 
, inositolless‘‘, ist aber beim Inositol-autotrophen Stamm bedeutend 
geringer. 
Samtliches Inositol der Kulturlésung kann mit der auf 8. 337 be- 
schriebenen Methode als Phosphorsaéureester nachgewiesen werden. 
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Diese Form des Inositols scheint identisch zu sein mit dem gebundenen 
Inositol, das in den Kulturlésungen von J. crassa , inositolless‘‘ gefunden 
wurde. Diese Inositolverbindung kann bereits in 3 Tage alten Kultur- 
lésungen nachgewiesen werden und nimmt wihrend der ganzen Ent- 
wicklung des Pilzes konstant zu. Die Ausscheidung dieser Form des 
Inositols ist beim Inositol-autotrophen Stamm trotz des gréBeren 
Trockengewichtes und des héheren Gesamt-Inositolgehaltes des Mycels 
geringer als beim Inositol-heterotrophen Stamm. 


4. Die Inositol- Phospholipoide 


Der gréBte Teil des Mycel-Inositols kann bei NV. crassa ,,wild“ wie bei 
N. crassa ,,inositolless‘‘ in den Phospholipoiden nachgewiesen werden 
(Tab.7). 


Tabelle 7. Inositol der Phospholipoide (IPL) in Prozent des Gesamt-Inositols im 
Mycel von Neurospora crassa ,,wild‘‘ als Funktion der Entwicklung 
(IPL = Inositol-Phospholipoide) 


Alter der Kultur in Tagen | 2 lan bs erehha rida | 8 
Inositol in IPL in Prozent 
des Gesamt-Inositols im 
Mycel. .aseensitens G'0: 64,5 73,0 70,2 66,6 59,4 


Vom 6.—8.Kulturtag erfolgt, gleichzeitig mit der Abnahme des 
Trockengewichtes, eine Abnahme des Inositols in den Phospholipoiden 
um 13,1. Parallel zu dieser Abnahme wird in der Kulturlésung eine 
Zunahme des gebundenen Inositols um 10,4 y gemessen. Auf die Még- 
lichkeit, daB es sich bei dieser ausgeschiedenen Form des Inositols um 
ein Abbauprodukt der Inositol-Phospholipoide handeln kénnte, wurde 
bereits hingewiesen. 

Kin deutlicher Unterschied im Inositol-Stoffwechsel von JN. crassa 
,,tnositolless*‘ und ,,wild“ ist im Auf- und Abbau der Inositol-Phospho- 
lipoide zu beobachten. Wahrend beim Inositol-heterotrophen Stamm das 
Inositol der Phospholipoide bereits am 3.Tag das Maximum erreicht hat 
und nachher, trotz weiterer Zunahme des Trockengewichtes, bereits 
abnimmt, steigt der Gehalt der Inositol-Phospholipoide im Mycel des 
Inositol-autotrophen Stammes bis zum 6.Kulturtag staéndig an, um 
erst dann gleichzeitig mit dem Trockengewicht abzunehmen. 

Als Vergleich sind in den Tab.8 u.9 einige Ergebnisse aus den frak- 
tionierten Inositolbestimmungen bei JV. crassa ,,wild‘“‘ und ,,inositolless“‘ 
zusammengestellt. Diese Ergebnisse stimmen weitgehend miteinander 
iiberein, was darauf hinweist, daB der Inositolstoffwechsel beim Inositol- 
autotrophen und beim Inositol-heterotrophen Stamm von JN. crassa im 
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Tabelle 8. Fraktionierte Bestimmungen des freien und gebundenen Inositols bei 
Neurospora crassa ,,wild**-Kulturen als Funktion der Entwicklung 


Zum Vergleich sind (in Klammern) die entsprechenden Werte angegeben, die bei 
Neurospora crassa ,,inositolless‘‘ erhalten wurden. 
(100 y gebotenes Inositol/10 ml Nahrlésung) 


Alter der Kultur in Tagen 2 3 4 6 8 
Gesamt-Inositol 
im Mycely/mg TG... iyi 1,90 2,06 2,46 2,60 
(2,02) (2,02) (2,06) (1,52) (1,41) 
Freies Inositol 
im Mycely/mg TG... 0,27 0,23 0,29 0,30 0,41 
(0,55) (0,38) (0,21) (0,13) (0,13) 
Inositol als IPE 
im Mycely/mg TG... 0,15 0,14 0,18 0,28 0,28 
(0,42) (0,36) (0,36) (0,36) (0,37) 
Inositol in IPL 
des Mycels y/mg TG 1,10 1,39 1,45 1,64 1,54 
(1,34) (1,29) (1,39) (0,83) (0,70) 
Total verwertetes 
Inositol in y/mg TG te QA 2,40 3,05 3,46 
(2,41) (2,54) (3,11) (2,92) (3,14) 


Als verwertetes Inositol wird bei Newrospora crassa ,,wild‘‘ das gesamte nach- 
gewiesene (synthetisierte) Inositol und bei Neurospora crassa ,,inositolless* das 
gesamte aufgenommene Inositol (total nachgewiesenes weniger Rest freies Ino- 
sitol in der Nahrlésung) bezeichnet. 


Tabelle 9. Anteil des Inositols aus den einzelnen Fraktionen (in Prozent) am gesamten 
verwerteten Inositol als Funktion der Entwicklung 


Die Werte fiir Newrospora crassa ,,inositolless** (100 gebotenes Inositol/10 ml Nahr- 
lésung) sind in Klammern angegeben 


Alter der Kultur in Tagen 2 3 4 6 8 
ee EE  ———————————————————eE— EE 
Freies Inositol im Mycel. . 15,9 10,6 12,0 9,9 Autor 

(23,7) | (15,1) | (69) | (4,5) | (4,4) 
Inositol als IPE im Mycel . 8,8 6,6 7,5 9,3 8,4 
(17,8) (14,3) (L157) (12,0) (11,8) 
Inositol in IPL des Mycels 64,5 64,0 60,5 53,7 44,3 
(57,3) (50,8) (44,8) (28,0) (22,3) 

Inositol als IPE in der 
Nabrldsung asec, - 7.745) 0 i ay 12,8 17,4 24,2 
repli (17,5) | (28,4) | (45,2) | (53,6) 

24. 
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wesentlichen gleich verlauft. Es wurden aber auch einige bedeutende 
Unterschiede festgestellt : 

Das freie Inositol im Mycel, bezogen auf 1 mg Trockensubstanz, bleibt 
wahrend der ganzen Entwicklung von N. crassa ,,wild konstant. Bei 
N. crassa ,,inositolless“‘ nimmt es wahrend der Entwicklung standig ab. 

Das Inositol der Phosphorsaureester-Fraktion liegt im Mycel von 
N. crassa ,,inositolless‘‘ in bedeutend héheren Konzentrationen vor, als 
beim ,,wild‘‘-Stamm. 

Der Verhaltniswert, y-Inositol in den Phospholipoiden/mg Trocken- 
substanz, nimmt bei N.crassa ,,wild‘‘ wahrend des ganzen Wachstums 
des Pilzes standig zu (1,10—1,64). Bei NV. crassa , mnositolless‘‘ hat dieser 
Wert bereits am 2. Kulturtag das Maximum erreicht (1,34), er bleibt bis 
zum 4.Tag konstant und nimmt dann bereits stark ab (0,83 am 6.Tag). 

Die Ausscheidung einer Inositolverbindung (Phosphorsaureester- 
Fraktion) in die Kulturlésung erfolgt bei NV. crassa ,,inositolless“ in 
bedeutend gréBerer Menge als bei N. crassa ,,wild*. 

Die beobachteten Unterschiede kénnen als eine direkte Folge der 
Inositol-Autotrophie des einen und der Inositol-Heterotrophie des 
anderen Mikroorganismus betrachtet werden. Bei NV. crassa ,,wild“ wird 
das bendtigte Inositol wahrend des ganzen Wachstums des Pilzes fort- 
laufend synthetisiert und meistens zur Bildung von Inositol-Phos- 
pholipoiden verwendet. Wir vermuten, da die Inositol-Phospholipoide 
einem sténdigen Auf- und Abbau unterworfen sind, wobei die Abbau- 
produkte nicht mehr fiir den Aufbau verwertet, sondern in die Kultur- 
lésung ausgeschieden werden. Die Neubildung der Inositol-Phospho- 
lipoide wird durch die sténdige Biosynthese neuen Inositols erméglicht. 
Anders verhilt es sich bei NV. crassa ,,inositolless‘‘. Das gebotene Inositol 
wird relativ rasch aus der Nahrlésung aufgenommen und ebenfalls zum 
gr6Bten Teil in die Phospholipoide eingebaut. Dies fihrt zu einer inten- 
siven Bildung von Inositol-Phospholipoiden am Anfang der Entwicklung. 
Dementsprechend werden die Inositol-Phospholipoide rascher abgebaut, 
was eine starkere Ausscheidung der Abbauprodukte in die Kulturlésung 
zu Folge hat. Da am 4.Kulturtag bereits praktisch kein verfiigbares 
Inositol mehr in der Nahrlésung vorliegt, kann dadurch die Abnahme des 
freien Inositols im Mycel und hauptsachlich die, im Vergleich zum 
Trockengewicht, friihzeitige Abnahme der Inositol-Phospholipoide 
erklart werden. 

Auf Grund von Trockengewichtsbestimmungen wurde als optimale 
Inositolkonzentration fiir N. crassa ,,inositolless“ 100 y/10 ml Nahr- 
lésung gefunden. Wie wir aber in einem Konzentrationsversuch (vel. 
Tab.3) gesehen haben, wird bei héherem Inositolangebot das Trocken- 
gewicht zwar nicht verdndert, jedoch mehr als 100 y Inositol aufgenom- 
men (bis 120 y/Kultur fiir 4 Tage Wachstum). Es ist somit nicht 
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ausgeschlossen, dass durch ein hdheres Inositolangebot eine bessere 
Ubereinstimmung im Inositolstoffwechsel der beiden Mikroorganismen 
erhalten wiirde. 


Zusammenfassung 


Die vorliegende Arbeit befa8t sich mit dem Inositol-Stoffwechsel eines 
Inositol-autotrophen und eines Inositol-heterotrophen Stammes von 
Neurospora crassa. 

Durch Bestimmungen des Gesamt-Inositols im Mycel und in der 
Kulturlésung kénnen bei N. crassa ,,inositolless‘‘ durchschnittlich 96°/, 
des gebotenen Inositols wieder nachgewiesen werden. Das Inositol wird 
also wahrend der Entwicklung dieses Pilzes nicht abgebaut. 

Abgesehen von einigen Unterschieden, die sich auf die Konzentrations- 
unterschiede des zum Aufbau verfiigbaren Inositols zuriickfiihren lassen, 
scheint der Inositolstoffwechsel in den beiden untersuchten Stémmen 
gleich zu verlaufen. 

Der Inositol-heterotrophe Stamm von JN. crassa (100 y gebotenes 
Tnositol/10 ml Nahrlésung) enthalt 1,4—2,1 mg Inositol/g Trocken- 
substanz und der Inositol-autotrophe Stamm 1,7—2,6 mg Inositol/g 
Trockensubstanz. 

Im Mycel kann nur der kleinste Teil des Inositols in freier Form 
nachgewiesen werden. N. crassa ,,wild*‘ enthalt 12—16°/, und N.crassa 
, inositolless‘‘ 9—27°/, des Gesamt-Inositols im Mycel als freies Inositol. 

Im Mycel kann ebenfalls eine wasserlésliche Inositolverbindung nach- 
gewiesen werden, aus der das Inositol durch Behandlung mit Phospha- 
tase freigesetzt werden kann. Beim Inositol-autotrophen Stamm enthalt 
diese Fraktion 8—12°/, und beim Inositol-heterotrophen Stamm 18 bis 
26°/, des Gesamt-Inositols des Mycels. Aus papierchromatographischen 
Untersuchungen geht hervor, daB wenigstens ein Teil dieser Fraktion 
aus einer Inositolverbindung besteht, die die gleiche Laufgeschwindigkeit 
besitzt wie Inositol-Monophosphat. 

Die, zum mindesten quantitativ, bedeutendste Form des Inositols sind 
die Inositol-Phospholipoide. Bei NV. crassa ,,wild*‘ wird 60—73°/, und bei 
N. crassa_,,inositolless‘‘ 50—68°/, des Mycel-Inositols in den Phospho- 
lipoiden nachgewiesen. Samtliche angefiihrten Werte variieren mit+der 
Entwicklung der Pilze. 

Vom 3. Kulturtag an wird in der Nahrlosung eine gebundene Form des 
Inositols nachgewiesen. Diese nimmt wahrend der ganzen Entwicklung 
standig zu. Am 8. Kulturtag koénnen beim Inositol-autotrophen Stamm 36 y 
und beim Inositol-heterotrophen Stamm 52 y Inositol/Kultur in dieser 
Form nachgewiesen werden. Diese Inositolverbindung 1aBt sich nicht mit 
Chloroform extrahieren und das Inositol wird aus dieser Verbindung 

24* 
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durch dialysierte Prostata-Phosphatase freigesetzt. Wir vermuten, daB 
es sich um ein Abbauprodukt der Inositol-Phospholipoide handelt, das 
in die Nahrlosung ausgeschieden wird. 


Die vorliegende Arbeit wurde im Botanischen Institut der Universitat Bern auf 
Anregung und unter Leitung von Herrn Prof. Dr. W. H. Scuorrer ausgefiihrt, 
dem ich an dieser Stelle den verbindlichsten Dank aussprechen méchte fir alle 
Hilfe und das standige Interesse, das er meinen Arbeiten entgegenbrachte. 

Die Bearbeitung chemischer Methoden konnte in den Laboratoires de Chimie 
biologique et organique spéciale de l'Université de Genéve unter der Leitung von 
Herrn Prof. Dr. Ta. PosreRNAK vorgenommen werden. Ihm méchte ich fiir die 
wertvolle Unterstiitzung und Beratung in chemischen Fragen bestens danken. 
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Aus dem Botanischen Institut der Universitat zu Koln 


Untersuchungen tiber Glutaminsynthease und 
Glutaminsaéure-dehydrogenase bei Allomyees arbuscula 


Von 
FERDINAND KLINKHAMMER 


Mit 14 Textabbildungen 
(Hingegangen am 2. Marz 1959) 


Der von BurtEr (1911) entdeckte und beschriebene Phycomycet 
Allomyces arbuscula ist zum Objekt ausgedehnter systematischer, 
morphogenetischer und genetischer Untersuchungen geworden. Durch die 
Arbeiten von Kniep (1929, 1930), Harcu (1938) und Emerson (1938, 
1939, 1941), die den Lebenscyclus von Allomyces untersuchten und fanden, 
da bei diesem Pilz ein Typus der sexuellen Reproduktion und des 
Lebenscyclus vorliegt, der bisher bei allen anderen Pilzen unbekannt war, 
rickte dieser Phycomycet zu einem Objekt von besonderer Bedeutung auf. 

Die Untersuchungen tiber den Lebenscyclus von Allomyces arbuscula ergaben, 
daB hier ein antithetischer Generationswechsel vorliegt, in dem eine haploide ge- 
schlechtliche Phase mit einer diploiden ungeschlechtlichen Phase alterniert. Die 
Haplophase ist der Gametophyt, die Diplophase der Sporophyt. 

Der antithetische Generationswechsel von Allomyces arbuscula und 
insbesondere das Problem der Umdeterminierung vom Gametophyten 
zum haploiden Sporophyten bzw. vom Sporophyten zum diploiden 
Gametophyten bietet eine Fiille von biologischen Problemen. Zur Loésung 
dieser Aufgaben scheint es wiinschenswert, den intermediadren Stoff- 
wechsel dieses Phycomyceten genauer zu untersuchen und besonders auf 
etwa auftretende Unterschiede zwischen Gametophyt und Sporophyt zu 
achten. 

Es sollte Aufgabe der nachfolgend beschriebenen Untersuchungen sein, 
die physiologisch wichtigen Schritte des Glutaminsadure-Abbaues 
und der Glutamin-Synthese mit Extrakten aus Allomyces arbuscula 
enzymkinetisch zu verfolgen und anschlieBend festzustellen, ob hinsicht- 
lich dieser Schritte quantitative Unterschiede zwischen Gametophyt und 
Sporophyt bestehen. 

Die Glutaminsadure nimmt unter allen Aminosauren eine Schliissel- 
stellung ein, weil die meisten Aminosauren aus ihr durch Transaminierung 
gebildet werden. Wenn im Plasma gréBere Ammoniakmengen anfallen, 
so kénnen sie enzymatisch von «-Ketoglutarsiure, einer Stufe des 
Citronensaure-Cyclus, zur Bildung von Glutaminsdure abgefangen und 
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durch spatere Transaminierungen auf andere Ketosduren weiter verteilt 
werden. Zwischen der Biosynthese der Glutaminsaure und ihrer Trans- 
aminierung liegt ein fiir den Aminosaurestoffwechsel wichtiges Relais, nam- 
lich die Synthese des Glutamins (vgl. Zusammenfassung WAELSCH 1952). 


Erste Versuche iiber den Ablauf der Glutaminsynthese wurden von KREBS 
(1935) mit tierischen Geweben durchgefiihrt. LreurHarpr u. Busarp (1947) gelang 
erstmalig die Synthese des Glutamins mit Hilfe eines rohen tierischen Enzym- 
praparates der Glutaminsynthease. Spatere Untersuchungen von Speck (1947, 
1949a) und Exxtior (1948, 1951) ergaben, daB die Synthese des Glutamins in 
Extrakten aus Taubenleber wie folgt ablauft: 


Glutaminsaure + NH, + ATP > Glutamin + ADP + H;PO,?. 


Die ATP-Spaltung liefert die Energie zur Synthese. Ammoniak kann in dieser 
Reaktion durch Hydroxylamin und Hydrazin ersetzt werden. Nach Exxior (1951) 
reagieren alle drei Basen mit gleicher Geschwindigkeit. 

Weitere Untersuchungen iiber den Ablauf der Glutaminsynthese wurden mit 
Extrakten aus Lupinensamen von Evxiot (1951) und Dinus (1953), mit Homo- 
genaten verschiedener Samen von héheren Pflanzen von WEBSTER (1953) und mit 
Suspensionen von Micrococcus pyogenes von Fry (1955) durchgefiihrt. Ein Verfahren 
zur Herstellung eines gereinigten Enzympraparates aus griinen Hrbsen wurde von 
ELtrot (1953) ausgearbeitet. Bisher ist die Glutaminsynthease noch nicht in Ex- 
trakten von Schimmelpilzen nachgewiesen und untersucht worden. 

Die ersten Untersuchungen tiber den Ablauf der Glutaminsauresynthese bzw. die 
Reversion, den Abbau der Glutaminséure durch Glutaminsaure-dehydrogenase 
stammen von v. Ever u. Mitarb. (1937), die mit Hefemaceraten arbeiteten. Es 
folgten weitere Untersuchungen mit rohen Extrakten aus Sdugetiergeweben (v. EULER 
u. Mitarb. 1938), aus Bakterten (ADLER u. Mitarb. 1938c), von Hefen (ADLER u. 
Mitarb. 1938b), aus Gleweben hoherer Pflanzen (ADLER u. Mitarb. 1938a; DAaMODARAN 
u. Mitarb. 1938; Brraur u. Mitarb. 1943, 1944). Im Rahmen dieser Untersuchungen 
wurde gefunden, dai der Abbau der Glutaminsaure wie folet verlauft: 

I. Glutaminsaure + Pyridinnucleotid = Iminoglutarsiure + reduziertes 
Pyridinnucleotid, 

II. Iminoglutarsiure + H,O = «-Ketoglutarsiure + NH. 

Die Gesamtreaktion ist reversibel. Das Gleichgewicht von Reaktion I liegt sehr zu- 
gunsten der Glutaminsiure. Reaktion IT verliuft spontan, d.h. nichtenzymatisch. 

Spater gelang es, das Enzym aus Saugetiergeweben zu isolieren und zu charak- 
terisieren (OLSON u. Mitarb. 1952, 1953; StrecKER 1953). Die ersten kinetischen 
Untersuchungen mit gereinigtem Enzym aus héheren Pflanzen stammen von 
Buen (1956), der das Enzym aus Maisblittern isolierte. Bis jetzt sind noch keine 
Untersuchungen tiber den Ablauf der Glutaminsauresynthese bzw. tiber den Glut- 
aminsdureabbau in Schimmelpilzen durchgefiihrt worden. 


A. Material und Methoden 
I. Stammkulturen 
Fiir die Untersuchungen wurde ein Stamm der Art Allomyces arbuscula Butler 
(aus Baarn) benutzt. Die Stammkulturen wurden in Petrischalen auf Ausschlag- 
wiirze-Agar gezogen (die benutzte Ausschlagwiirze war eine anstellfahige, gehopfte 


1 Folgende Abkiirzungen werden in dieser Arbeit gebraucht: ATP = Adenosin- 
triphosphat, ADP = Adenosindiphosphat, DPN = Diphosphopyridinnucleotid, 
TPN = Triphosphopyridinnucleotid, TCE = Trichloressigsiure und TGW = 
Trockengewicht. 
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Bierwiirze, die 13°/, vergarbare Zucker enthielt). Der Nahragar bestand aus 1°/,iger 
Ausschlagwiirze mit 1,5°/, Agar. Es wurde je eine Stammkultur des Sporophyten 
und des Gametophyten gehalten, von denen wiéchentlich durch Ubersetzen eines 
bewachsenen Agarbléckchens neue Stammkulturen hergestellt wurden. 


II. Nahrlésungen 
Folgende zwei Nahrlésungen wurden benutzt: 


1. Ausschlagwiirze. Die erste Nahrlésung wurde hergestellt aus 13°/)iger 
Ausschlagwiirze, die mit destilliertem Wasser auf 1,5°/, Extrakt verdiinnt wurde. In 
dieser N&ahrlésung wurde ein ausgezeichnetes Mycelwachstum — sowohl vom 
Gametophyten als auch vom Sporophyten — erhalten; bei beiden Phasen erhielt 
man gut ausgebildete kraftige Hyphen. Die Sporophyten bildeten fast ausschlieB- 
lich Meiosporangien. Bei den Gametophyten zeigten die Gametangien ein véllig 
normales Verhalten, jedoch wurde das Bestreben der Gameten, schon bei kleinen 
Temperaturschwankungen auszuschwarmen, ganz unterbunden. Hs wurde dieselbe 
Wirkung erhalten, die Turtan (1954) durch Borsdurezusitze erzielte. Durch die 
bakteriostatische Wirkung des Hopfens wurde die Infektionsgefahr auf ein Mindest- 
maB8 reduziert. 


2. Glucose-Erbswasser. 12,5 g getrocknete griine Erbsen wurden mit 250 ml 
Aqua dest. 15 min bei 120°C autoklaviert. Das Filtrat wurde mit 5 g Glucose ver- 
setzt und mit Aqua dest. auf 1000 ml aufgefiillt. Das Glucose-Erbswasser eignet sich 
nur fiir die Kultur des Sporophyten, der hierin ein sehr gutes Wachstum zeigt. Er 
bildet in diesem Medium etwa zu gleichen Teilen Zoo- und Meiosporangien. 


III. Kultur 


Zur Kultur wurden 500 ml-Erlenmeyerkolben mit 200 ml Nahrlésung beschickt 
und durch Autoklavieren sterilisiert. Beimpft wurde, wenn nicht anders angegeben, 
mit Zoosporangien, die von der Oberflache eines auf Agar gewachsenen Sporophyten 
abgeschabt worden waren. Schon kurze Zeit nach dem Beimpfen schwarmten hier- 
aus die Zoosporen aus, suspendierten sich in der Nahrlésung und keimten zu kleinen 
Sporophyten aus. Die Bebriitungstemperatur betrug 34°C. Wenn das Wachstum in 
der Nahrlosung in die logarithmische Phase iiberzugehen begann, wurde ein sehr 
schnelles Absinken des py-Wertes beobachtet (z.B. wurde in 12 Tagen ein Sinken 
des pu-Wertes von 5,61 auf 4,40 gemessen); unter px 4,5 begann das Mycel ab- 
zusterben. Untersuchungen von Macutis (1953), der dasselbe Phinomen bei 
Allomyces javanicus var. macrogynus beobachtete, ergaben, das unter aeroben Be- 
dingungen betrachtliche Mengen Milchsaure gebildet werden, die das Sinken des 
pu-Wertes verursachen. Zur Erhaltung eines optimalen pa-Wertes wurden deshalb 
zwei Tage nach dem Beimpfen etwa 100 mg steriles CaCO, zu jedem Kolben zu- 
gesetzt. Vorversuche ergaben, dafi sofort zugesetztes CaCO, die aus den iiber- 
geimpften Zoosporangien ausgeschwirmten Zoosporen am Auskeimen hinderte. 


IV. Verarbeitung des Mycels zu rohem Enzymextrakt 


Das Mycel wurde durch ein grobes Passiersieb abfiltriert, mit Leitungs- und dest. 
Wasser griindlich gewaschen, zwischen Filtrierpapier trockengeprebt und aus- 
gewogen. Der Feuchtigkeitsgehalt des trockengepreften Mycels der einzelnen 
Chargen schwankte zwischen 80 und 85°/,. Das Mycelballchen wurde dann im 
Porzellanmérser mit etwas Quarzsand und dem Extraktionsmittel (2 ml/g Mycel) 
bis zur breiigen Konsistenz zerrieben. Als Extraktionsmittel fiir die Glutamin- 
synthease diente m/200 K,HPO, baw. Aqua dest.; zur Extraktion der Glutamin- 
sdiure-dehydrogenase wurde m/20K,HPO, benutzt. Der Mycelbrei wurde 20 min bei 
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1600 x g zentrifugiert. Der Uberstand diente als rohe Enzymlésung. Der ganze Ver- 
arbeitungsvorgang wurde in der Kaltekammer bei + 2°C durchgefiihrt. Die Enzym- 
lé6sung wurde stets gleich nach der Herstellung verwendet. 


V. Dialyse 

Die normale Dialyse wurde wie folgt bei + 2°C durchgefiihrt: Der rohe 
Enzymextrakt wurde in einen Dialysierschlauch (Kalle & Co.) von 20mm @ 
gegeben, den man in ein groBes Becherglas, das mit kaltem Aqua dest. gefiillt war, 
eintauchte. Zur Intensivierung der Dialyse wurde das AufSenmedium durch Ein- 
blasen von Luft stark bewegt. 

Zur Beschleunigung des Dialysiervorganges wurde eine ,,[Intensivdialyse“ 
durchgefiihrt. Hierbei wurde in die Enzymlésung im Dialysierschlauch ein Reagens- 
glas eingetaucht. Hierdurch wurde ein Ansteigen des Enzymlésungsspiegels im 
Dialysierschlauch und damit auch eine VergréBerung der Oberflache der zu dialysie- 
renden Fliissigkeit erreicht. Bei den durchgefiihrten Intensivdialysen betrug die 
OberflachenvergréBerung etwa 80°/,. 


VI. Bestimmung des Trockengewichtes 

24 Std gegen flieBendes Leitungswasser dialysierte Enzymlésung wurde bei 90°C 
im Trockenschrank bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Das um das Trocken- 
gewicht des Leitungswassers korrigierte TG@W diente bei den enzymatischen Ver- 
suchen als Bezugseinheit. 

VII. Papierchromatographie 

Die zweidimensionale papierchromatographische Analyse der Aminosauren 
wurde nach der Methode von LinskEns (1955) auf Schl. & Sch.-Papier (2043b ge- 
waschen) durchgefiihrt. Es wurde in beiden Richtungen aufsteigend chromatogra- 
phiert. Als Lésungsmittel in der ersten Laufrichtung diente Butanol-Kisessig- 
Wasser im Volumverhiltnis 4:1:5 (PARTRIDGE 1948); in der zweiten Laufrichtung 
wurde 80°/,iges in Wasser verfliissigtes Phenol benutzt. Die Entwicklung der 
Chromatogramme erfolgte durch Bespriihen mit 0,2°/,igem Ninhydrin in Butanol- 
Hisessig (95:5) in Modifikation der Methode von FiscHER u. DORFEL (1953). Die 
Entwicklungstemperatur betrug 90°C. 


VIII. Analytische Methoden 
ATP wurde nach LoHMaNN (1928) bestimmt. Die hierzu notwendigen Phosphor- 
bestimmungen wurden colorimetrisch nach ALLEN (1940) durchgefiihrt. Die 
Analyse des benutzten ATP-Praparates ergab einen ATP-Gehalt von 89,3°/,. 


IX. Messung der Glutaminsynthease-Aktivitit 

Die Bestimmung der Glutaminsynthease-Aktivitat erfolgte durch Bestimmung 
der aus Hydroxylamin gebildeten Glutamohydroxamsaure (SpEckK 1949b, Exxior 
1951). Diese Bestimmung ist methodisch besonders einfach. 

Die bei den Versuchen angegebenen Inkubationsgemische hatten immer ein 
Gesamtvolumen von 6 ml. Die Inkubation wurde in Reagensglaisern bei 30°C im 
Thermostaten durchgefiihrt. Die Inkubationszeit betrug — wenn nicht anders 
angegeben — 90 min. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Reaktion durch 
Zugabe von 1 ml 50°/jiger TCE abgebrochen. Zur Ermittlung der entsprechenden 
Leerwerte wurde fiir jede Probe eine Leerprobe mit demselben Inkubationsgemisch 
angesetzt, die jedoch gleich nach dem Ansetzen durch Zugabe von 1 ml 50°/,iger 
TCE inaktiviert wurde. 

Die enzymatisch gebildete Glutamohydroxamsaure wurde nach LipMANN u. 
TurtLE (1945) durch Zugabe von FeCl, in einen roten Kisenkomplex iiberfiihrt, 
dessen Extinktion bei 540 mu im Zeiss-Spektralphotometer gemessen wurde. 
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Da fiir die Herstellung einer Eichkurve keine Glutamohydroxamsaure zur Ver- 
fiigung stand, wurde nach LipMann u. TutTtTie (1945) Acetohydroxamsaure her- 
gestellt. Der hiermit gebildete Farbkomplex ist demjenigen der Glutamohydroxam- 
sdure annahernd aquivalent (SPEcK 1949b). 


X. Messung der Glutaminsdure-dehydrogenase-A ktivitat 


Zu den Thunbergversuchen zur Bestimmung der Glutaminsaure-dehydrogenase- 
Aktivitat (ebenfalls bei 30°C) wurden Vakuumréhrehen der Keilinschen Form 
benutzt. Der Acceptorfarbstoff wurde in die Stopfenretorte gegeben und gleich nach 
dem Evakuieren in das Reaktionsgemisch gekippt. Samtliche in den Thunberg- 
versuchen benutzten Gemische hatten ein Gesamtvolumen von 3 ml. Die in den 
Versuchen benutzte Enzymlésung war vorher einer 4 Std langen Dialyse unterwor- 
fen worden. Als quantitatives MaB fiir die Geschwindigkeit der enzymatischen 
Reaktion diente die ,,spezifische Dehydrierungsintensitat‘ nach THUNBERG: 


1 1 
r= 100(7-_). 


t) = Entfarbungszeit des substratfreien Ansatzes (Leerreduktionszeit). 
t = Entfarbungszeit des substrathaltigen Ansatzes (Substratreduktionszeit). 
Die Reaktionsgeschwindigkeit I/mg TGW ist dann das Ma fiir die Aktivitat der 
Glutaminsaure-dehydrogenase. 
XI. py-Messungen 

Zur Messung der py-Werte wurde das py-Meter 22 der Fa. Radiometer, Kopen- 

hagen, mit Glaselektrode benutzt. 
XIT. Reagentien 


Es wurden ausschlieBlich analysenreine Chemikalien der Firmen Merck, 
Riedel de Haén, Boehringer (Mannheim-Waldhof) und Schuchardt verwendet. Bei 
dem benutzten ATP-Praparat handelte es sich um ATP-Na,H, + 4H,O der Fa. 
Boehringer. Das DPN war ein Reinstpraparat der Fa. Boehringer. Das TPN war ein 
98°/,iges Praparat der Fa. Fluka, Buchs (Schweiz). Das Hydroxylamin wurde aus 
Hydroxylaminhydrochlorid durch Neutralisation mit NaOH hergestellt. 


B. Versuchsergebnisse 
I. Versuche tiber Glutaminsynthease 
1. Papierchromatographische Voruntersuchungen 

Bevor genauere Untersuchungen tiber den Ablauf der Glutamin- 
synthese in Extrakten aus Allomyces arbuscula durchgefiihrt wurden, 
wurde nachgepriift, ob tiberhaupt darin Glutaminsdure und Glutamin 
nachweisbar waren. Es wurde deshalb das Cytoplasma des Pilzes papier- 
chromatographisch auf den Gehalt an freien Aminosauren untersucht. 

Auf den Papierchromatogrammen, die mit den Mycelextrakten von 
Gametophyt und Sporophyt hergestellt worden waren, konnten folgende 
freie Aminosauren an Hand ihrer Flecken identifiziert werden : 


Glycin Serin Glutaminsaure 
a-Alanin Threonin Glutamin 
Valin Lysin Tyrosin 


Leucin Asparaginsaure. 
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AuBerdem wurden Flecke von drei weiteren Aminosauren erhalten, die 
nicht identifiziert werden konnten. 

Gametophyt und Sporophyt von Allomyces arbuscula zeigten hinsicht- 
lich der Art ihrer freien Aminosduren keine qualitativen Unterschiede. 
Glutamin und Glutaminsiure waren ersichtlich im Plasma enthalten; 
Glutamin offenbar in gréBeren Mengen als Glutaminsaure. Der Pilz muS 
diese beiden Verbindungen also synthetisieren konnen. 


2. Versuche zur Darstellung eines Aceton-Enzym-Préaparates 


Nach einigen orientierenden, qualitativen Vorversuchen, die den Ablauf der 
Glutaminsynthese mit einer rohen Enzymlésung bei in vitro-Versuchen bewiesen, 
wurde untersucht, ob aktive Aceton-Praparate hergestellt werden konnten. Es 
ergab sich jedoch, da8 auch in Extrakten frisch nach der Vorschrift von SPECK 
(1949b) hergestellter Acetonpulver keine Glutaminsynthease-Aktivitat nachzuwei- 
sen war. 


3. Versuche zur intracelluléren Lokalisierung des Enzyms 


Zur Untersuchung der intracellularen Verteilung des Enzyms wurde 
ein roher Extrakt (wie S. 359 beschrieben) in zwei Teile geteilt. Ein 
Teil wurde zur Entfernung der Mitochondrien 30 min bei 15000-g in 
der Eispirouette zentrifugiert; der Uberstand diente als Enzymlésung. 
Der andere Teil wurde unzentrifugiert als Enzymlésung benutzt. Die 
Inkubationsversuche mit diesen beiden Enzymlésungen zeigten folgendes 
Ergebnis: 


Extrakt | uM Hydroxamsaure 
zentrifugiert 0 
unzentrifugiert 0,14 


Das Enzym mu demnach an die Mitochondrien gebunden sein. 


4. Reaktionskinetik 

a) Abhangigkeit der Glutaminsynthese von der Enzymkonzentration 

Enzymloésung aus 11 Tage altem Mycel eines Sporophyten. TGW: 
4,4 mg/ml. Im Inkubationsgemisch waren enthalten: 

0,008 m Phosphatpuffer (py 6,8) 0,03 m MgCl, 

0,08 m Na-Glutaminat 0,005 m ATP 

0,1 m Hydroxylamin 
Das Ergebnis (Abb.1) zeigt, daB zwischen gebildeter Glutamohydroxam- 
sdure und Enzymkonzentration im untersuchten Bereich Proportionalitat 
besteht. 

b) Bestimmung der Zeitumsatzkurve 


Enzymlésung aus 11 Tage altem Mycel eines Sporophyten. TGW: 
4,6 mg/ml. Im Inkubationsgemisch waren enthalten: 


0,008 mu Phosphatpuffer (px 6,8) 0,03 m MgGl, 
0,125 m Na-Glutaminat 0,005 m ATP 
0,1 mM Hydroxylamin il 


ml der rohen Enzymlésung 
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Abb.2 zeigt das Ergebnis photometrischer Bestimmungen nach 30, 60, 90 
und 120 min langer Inkubation. Der Schnittpunkt der Kurve mit der 
Ordinate liegt nicht im Ursprung. Hieraus war zunachst zu schlieBen, daB 
auch ohne Zugabe von Enzym ein kleiner Betrag an Hydroxamsiure 
gebildet wird, der als Nullwert abzuziehen ist. Geschieht dies (gestrichelte 
Abszisse), dann besteht exakt linearer Reaktionsverlauf. 
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Abb.1. Abhangigkeit der Glutaminsynthese von der Enzymkonzentration 
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Abb.2. Zeit-Umsatzkurve der Glutaminsynthese 


Zur weiteren Untersuchung des Nullwerts wurde ein analoger dreifacher Versuch 
mit den Enzymmengen 0,5, 1,0 und 1,5 ml durchgefiihrt. Enzymlosung aus 12 Tage 
altem Mycel eines Sporophyten. TGW: 5,0 mg/ml. 

Wenn man die erhaltenen Nullwerte (0,004, 0,009 und 0,0135 um Hydroxam- 
sdure) gegen die Enzymkonzentrationen auftrug, zeigte sich, daB zwischen den Null- 
werten und der Enzymkonzentration im untersuchten Bereich Proportionalitat 
bestand. Hieraus kann man schlieBen, daB das iiblicherweise angewandte Kompen- 
sationsverfahren (Seite 360) aus noch ungeklarten Griinden nicht ausreicht. Es sieht 
so aus, als brauchte auch der ,,wahre‘‘ Nullwert eine gewisse Zeit zur Entwicklung. 
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c) Bestimmung des py-Optimums 

Vorversuche zeigten, da Hydroxylaminhydrochlorid mit NaOH ein Puffer- 
system bildete, das etwas unterhalb des Neutralbereiches (maximal bei px 6,3) eme 
hohe Pufferkapazitat besaB. Deshalb muBte bei den nachfolgenden Versuchen zur 
Bestimmung des px-Optimums das Verhaltnis von NH,OH - HCl zu NaOH so 
variiert werden, daB der pu-Wert mit demjenigen des zugesetzten Puffers iiberein- 
stimmte. 

Enzymlésung aus 7 Tage altem Mycel eines Sporophyten. TEWe 
13,3 mg/ml. Im Inkubationsgemisch waren enthalten: 

Citronensaure-Phosphatpuffer nach McItvarne [0,1 mM Citronensaure und 0,2 M 
Na,HPO, in Mengenverhiltnissen nach D’Ans u. Lax (1949)], 0,125 ™m Na- 
Glutaminat, 0,1 m Hydroxylamin mit den angegebenen py-Werten, 0,03 M MgCl,, 
0,005 m ATP, 1 ml Enzymlosung. 


Es wurden 6 Proben mit den pg-Werten 4,55, 5,0, 5,45, 6,1, 6,5 und 
7,1 angesetzt. In einem weiteren Versuch wurde mit 0,1 m Tris(hydroxy- 
methyl)-aminomethan-Puffer der py-Bereich von 7,0 bis 9,0 untersucht. 
Es wurden hierzu 5 Proben mit den py-Werten 6,8, 7,3, 7,8, 8,3 und 8,7 
angesetzt. 

Die Ergebnisse der pp-Aktivitaétsbestimmungen wurden zur besseren 
Veranschaulichung zu einer Kurve zusammengelegt. Hierzu wird bei 
beiden Versuchen der maximale Wert der gebildeten Hydroxamsaure mit 
100°/, bezeichnet und alle anderen Werte in Prozenten dieses Maximal- 
wertes angegeben. Hieraus ergibt sich Abb.3. Sie zeigt ein py-Optimum 
zwischen 6,5 und 7,2. 

Bei Anwendung von Citronensiéure-Phosphatpuffer tritt gegeniiber Trispuffer 


eine sehr starke Hemmung der enzymatischen Reaktion auf; eine genauere Unter- 
suchung dieser Hemmung findet sich in spaéteren Versuchen (Seite 366). 


d) Versuche iiber die Abhangigkeit der Enzymaktivitat von der 
ATP-Konzentration 
In diesen Versuchen wurde die Extraktion des Enzyms wegen der 
Phosphathemmung nicht mehr mit m/200 K,HPO,, sondern wie bei 
allen nachfolgenden Versuchen mit Aqua dest. durchgeftihrt. Enzym- 
lésung aus 14 Tage altem Mycel eines Sporophyten. TGW: 4,1 mg/ml. 
Im Inkubationsgemisch waren enthalten : 


0,1 mo Trispuffer (px 7,0) 0,03 m MgCl, 
0,125 m Na-Glutaminat 1 ml Enzymlésung 
0,1 mM Hydroxylamin ATP inverschiedenen Konzentrationen 


Kurve a in Abb.4 zeigt, daB auch bei der héchsten ATP-Konzentration 
von 3,75 mM die Grenzgeschwindigkeit noch nicht erreicht ist. 


In diesem Versuch wurde der sehr hohe Nullwert von 0,04 um Hydroxamsaure 
erhalten. Im nachfolgenden Versuch wurde daher untersucht, ob der Nullwert viel- 
leicht durch ATP verursacht war, das im Plasma des Pilzes und somit auch in der 
Enzymlésung vorhanden war. Ein Teil der oben hergestellten Enzymlésung wurde 
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einer 24stiindigen normalen Dialyse unterworfen. Mit dem dialysierten Enzym wurde 
eine Versuchsreihe durchgefiihrt, die aus 4 Proben mit 0, 0,625, 1,25 und 2,5 mm 
ATP bestand. Im iibrigen erfolgte Versuchsanstellung und -aufarbeitung wie oben. 
Es zeigte sich (Kurve 6, Abb.4), daB die Enzymlésung durch die lange Dialyse fast 
vollig ihre Aktivitaét eingebiiBt hatte, daB aber der Nullwert unverandert erhalten 
geblieben war. Er kann also nicht durch in der Enzymlésung enthaltenes ATP 
verursacht worden sein, sondern muf durch irgendeine andere nichtenzymatische 
Reaktion hervorgerufen worden sein. Der Nullwert wurde daher bei der folgenden 
Bestimmung der Michaelis-Konstanten K, in Abzug gebracht. 
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Abb.3. pu-Abhiangigkeit der Glutaminsynthease. Die Ergebnisse zweier Versuchsreihen mit ver- 
schiedenem Grundpuffer wurden zusammengelegt; die Reaktionsgeschwindigkeit wird in Prozent der 
maximalen Werte beider Versuchsreihen ausgedriickt 


Abb.4. Einflu8 der ATP-Konzentration auf die Geschwindigkeit der enzymatischen Glutaminsynthese 
(a nichtdialysierte, b dialysierte Enzymlésung) 


Die Reaktionsgeschwindigkeit v einer enzymatischen Reaktion laBt 
sich nach MicuarE“is u. Menten (1913), wenn die Einstellung des 


Dissoziationsgleichgewichts I 


E+S=ES8 (1) 
ES>~E+P (IT) 
(E = Enzym, S = Substrat, ES = Enzym-Substrat-Verbindung, P = 
Reaktionsprodukte) 
unmeBbar schnell verlauft, durch folgende Beziehung ausdriicken: 
V-S 


(V = Grenzgeschwindigkeit bei hoher Konzentration 8). 


Nach der neueren Definition (vgl. HorrMann-OsTENHOF 1954) ist ,,jede Sub- 
stanz, welche durch die Wirkung eines Enzyms chemisch verandert wird, als 
Substrat zu bezeichnen“, also im vorliegenden Falle auch ATP (vgl. Reaktions- 


gleichung Seite 358). 
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Von LINEWEAVER u. BURK (1934) ist die obige Gleichung in die lineare 

Beziehung umgewandelt worden: 
1/V == Ken] V7 US Se Uy, (IV) 

[1/V ist der Ordinatenabschnitt, K,,/V die Neigung (tg x) der Geraden 
gegen die Abszisse (vgl. y = ax + b)]. 

Die Methode von LiNEWEAVER u. BurRK gestattet es, auf eine sehr 
einfache Art V und K,, graphisch zu bestimmen. Der Versuch mit nicht- 
dialysiertem Enzym lieferte folgendes Ergebnis (Abb. 5): 


C=1/V;  V =0,077 ~/90 min 
A 46 


Kn = = 0,885 mm. 


B-C 4-13 


Abb.5. Hinflu8 der ATP-Konzentration auf die Geschwindigkeit der enzymatischen Glutaminsynthese. 
Auswertung nach LINEWEAVER u. BURK 


e) Bestimmung von K,, fiir Na-Glutaminat als Substrat 


Enzymlosung aus 10 Tage altem Mycel eines Sporophyten. TGW: 
4,95 mg/ml. Im Inkubationsgemisch waren enthalten: 


0,1 m Trispuffer (px 7,0) 0,0025 m ATP 

0,1 m Hydroxylamin 1 ml Enzymlésung 

0,03 m MgCl, Na-Glutaminat in verschiedenen Kon- 
zentrationen 


Man erkennt aus Abb.6, daB auch bei der hohen Glutaminatkonzentra- 
tion von 0,25 mM noch nicht Substratsattigung des Enzyms erfolgt ist. 
Auch hier tritt wieder ein Nullwert auf, der bei der Bestimmung der 
Michaelis-Konstanten in Abzug gebracht wurde. Die Michaelis-Konstante 


wurde wie oben graphisch nach der Methode von LINEWEAVER u. BURK 
bestimmt. Hierbei ergab sich: 


V = 0,2 um/90 min und K,, = 0,173 mM. 
Der Wert von K,, ist auffallend groB (vgl. Seite 374). 


f) Pufferspezifitat und Untersuchungen iiber die Natur der 
Phosphathemmung 


Vorversuche hatten ergeben, daf Phosphatpuffer gegentiber Veronal- 
und Trispuffer eine starke Hemmung der Reaktion bewirkt (Seite 364). 
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In den nachsten Versuchen sollte die Abhangigkeit der Hemmung von 
der Phosphatkonzentration untersucht werden. 

Enzymlésung aus 9 Tage altem Mycel eines Sporophyten. TGW: 
8,6 mg/ml. Im Inkubationsgemisch waren enthalten: 


0,1 Trispuffer (px 7,0) 0,0025 m ATP 

0,125 m Na-Glutaminat 1 ml Enzymlésung 

0,1. Mm Hydroxylamin K,HPO, in verschiedenen Konzen- 
0,03 m MgCl, trationen 


Es zeigt sich (Abb.7), daB die Aktivitat des Enzyms mit steigender 
Phosphatkonzentration rasch abnimmt und die Hemmung schon bei 
0,05 m den maximalen Wert erreicht. Die Hemmung ist dann offenbar 
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Abb.6. EinfluB der Na-Glutaminat-Konzentration auf 
die Geschwindigkeit der enzymatischen Glutamin- 
synthese. Der nach der Methode von LINEWEAVER u. 
BURK ermittelte K,,-Wert ist gestrichelt eingezeichnet 


Abb.7. Abhingigkeit der Phosphathemmung von der 

Phosphatkonzentration. Die gestrichelte Linie be- 

zeichnet den Nullwert, der bei der Auswertung der 
Kurve in Abzug zu bringen ist 


vollstandig; bei der hierbei noch gebildeten Hydroxamsaéure muB es sich 
wieder um einen Nullwert handeln, denn es ist denkbar unwahrscheinlich, 
daB eine Hemmung bei 80°/, trotz weiterer Steigerung der Inhibitor- 
konzentration stationar wird. 

Es erhob sich die Frage, ob Phosphat infolge einer Konkurrenz mit dem 
Substrat um das Enzym hemmte (,,kompetitive Hemmung‘‘) oder auf 
eine andere Weise (,,nichtkompetitive Hemmung‘‘). 

Nach LINnEWHAVER u. Burk (1934) kommt bei der kompetitiven Hemmung einer 
enzymatischen Reaktion zu Gleichung I (Seite 365) noch die Gleichung der inaktiven 
Enzym-Inhibitor-Verbindung: 

E+I= EI (Ia) 
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mit der Michaelis-Konstanten Ky hinzu und aus Gleichung IV wird: 
1/y = Km/V (1 + T/Ky)- 1/8 + 1/V. (IVa) 


Bei einer nichtkompetitiv gehemmten enzymatischen Reaktion kommt zu 


Gleichung I noch 
E + 1= El (Ib) und ES + I= ESI (Ic) 


mit gleichem Ky hinzu und aus Gleichung IV wird: 
ijv = Ka/V (FT/S) - 1/S + (4 + I/Ky) - 1/V. (IVb) 


Wenn man in einem Koordinatensystem 1/v (Ordinate) gegen 1/S (Abszisse) auftragt, 
ist der von der resultierenden Geraden gebildete Ordinatenabschnitt : 


bei ungehemmter Reaktion yy 
bei kompetitiver Hemmung = hy) 
bei nichtkompetitiver Hemmung = (1 + T/Ky) - 1/V. 


Die Neigung der Geraden gegen die Abszisse (tg a) ist: 
bei ungehemmter Reaktion = ly AY 
bei kompetitiver Hemmung = (1 + 1/Ky)- Kn/V 
bei nichtkompetitiver Hemmung = (1 + I/Kmn)- Kn/V. 

Wenn in der Beziehung von LINEWEAVER u. Burk die Geraden fiir die glhemmte 
und fiir die nichtgehemmte Enzymreaktion die Ordinate im gleichen Punkt schnei- 
den, handelt es sich um eine kompetitive Hemmung; schneiden sie sich nicht, 
so handelt es sich im allgemeinen um eine nichtkompetitive Hemmung. 

Im nachfolgenden Versuch wurde die Art der Phosphathemmung 
untersucht. Enzymlosung aus 13 Tage altem Mycel eines Sporophyten. 
TGW: 7,6 mg/ml. Im Inkubationsgemisch fiir die gehemmte Reaktion 
waren enthalten: 


0,1 ™ Trispuffer (px 7,0) 0,0625 m K,HPO, 
0,1 m Hydroxylamin 1 ml Enzymlésung 
0,03 m MgCl, Na-Glutaminat in den Konzentrationen 
0,0025 m ATP 0,05, 0,1, 0,25 und 0,75 M 
In den Inkubationsgemischen fiir die ungehemmte Reaktion fehlte das 
Phosphat. 


Die Konstanten K,, und K; wurden nach der Methode von LINEWEA- 
VER u. Burk bestimmt. In Abb.8 ist: 


V = 0,33 um/90 min und Ky, = 0,175 Mm. 


Da der von den beiden Kurven gebildete Ordinatenabschnitt gleich ist, 
handelt es sich um eine kompetitive Hemmung, das heift, Phosphat 
konkurriert mit Glutaminat um die gleiche Affinitatsstelle am Enzym. 
Bezeichnet man die Neigung der Geraden gegen die Abszisse bei un- 
gehemmter Reaktion mit tg und bei kompetitiver Hemmung mit 
tg a, so ist nach der obigen Aufstellung: 


i 


tear, 


t ‘ 
aT 


tga 


tea 
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Aus dieser Beziehung ergab sich: K; = 0,0051 m, d.h., die Affinitat der 
Glutaminsynthease zu Phosphat ist etwa 35mal gréBer als zu Glutaminat. 


g) Bestimmung der Relation Aktivitat zu Mycelalter bei Gametophyt 
und. Sporophyt 
In den folgenden Versuchen wurde gepriift, wie sich die Enzymaktivitat 
bei steigendem Alter des Mycels verhalt; gleichzeitig wurde untersucht, 


Bo BILE ALLIES FLEE LOIS 


Abb.8. Hemmung der Glutaminsynthese bei variierter Substratkonzentration durch 0,0625 M 
Phosphat. Auswertung nach LINEWEAVER u. BURK 


Sporophyt 
Gamerophyt 


29 Doce fon 0 7 Oo LOT) fe 73 78 75 sne 
Abb. 9. Abhangigkeit der Glutaminsynthease-Aktivitat vom Mycelalter bei Gametophyt und Sporophyt 


ob Gametophyt und Sporophyt in dieser Hinsicht Unterschiede auf- 
weisen. Alle Versuche wurden unter gleichen Bedingungen und mit der 
gleichen Zusammensetzung des Inkubationsgemischs durchgefiihrt. Jede 
Probe wurde doppelt bestimmt und aus diesen beiden Werten der Mittel- 
wert errechnet. 

Im Inkubationsgemisch waren enthalten: 


0,05 m Trispuffer (px 7,0) 0,0025 m ATP 
0,125 m Na-Glutaminat 0,03 m MgCl, 
0,1 Mm Hydroxylamin 1 ml Enzymlésung 


Das Ergebnis (Abb. 9) ist, daB die Enzymaktivitat zwischen dem 3. und 
7. Tag deutlich abnimmt; nach dem 7. Tag erfolgt keine nennenswerte 
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Abnahme mehr. Zwischen der Enzymaktivitét von Gametophyt und 
Sporophyt bestehen im allgemeinen keine Unterschiede, die auBerhalb 
der Fehlergrenze (etwa 10°/,) liegen. Nur der 6-Tage-Wert des Sporo- 
phyten fallt heraus (— 25°/,); moglicherweise ist hierbei ein Fehler in der 
TGW-Bestimmung unterlaufen. 


II. Versuche tiber Glutaminséure-dehydrogenase 
1. Frage der DPN- oder T PN-Spezifitat 


Vorversuche nach der Thunbergmethodik ergaben, daB bei Anwendung 
von rohen Enzymlésungen die Zeiten fiir die Leerreduktionen (d.h. ohne 
Substrat) gleich den Zeiten fiir die Substratreduktionen waren. Es muften 
also in den rohen Extrakten dehydrierbare Substanzen (,, Eigendonato- 
ren“) enthalten sein. Zur Entfernung dieser Substanzen wurde die rohe 
Enzymlésung dialysiert. Da durch die Dialyse die Cofermente groBtenteils 
mit entfernt wurden, war es notwendig, vor denThunbergversuchen das 
entsprechende Coenzym (DPN oder TPN) dem Versuchsgemisch zuzu- 
setzen. Es ergab sich, da8 eine 4stiindige Dialyse die besten Resultate 
lieferte; bei langeren Dialysierzeiten traten starke Aktivitatsminderungen 
auf, die bei 24stiindiger Dialyse zum vélligen Aktivitatsverlust fiuhrten 
und sich wahrscheinlich auf das Apoferment bezogen. Nach 4stiindiger 
Dialyse ergab DPN-Zusatz (50 y) lange, darum vorteilhafte Leer- 
reduktionen; dagegen waren bei TPN-Zusatz die Leerreduktionen gleich 
den Substratreduktionen. An diesem Verhaltnis ainderte auch 4stiindige 
, Intensivdialyse“ nichts. 


Zur Entfernung der mit TPN reagierenden stérenden Substanzen wurde daher 
eine Ammonsulfatfallung des Enzyms beim Sattigungsgrad 0,9 durchgefiihrt (Voll- 
sittigung bei 20°C wird durch 75,4 g Ammonsulfat auf 100 ml Wasser erreicht). Der 
Versuch mit der in Wasser wieder aufgenommenen Fiallung ergab fiir DPN einen 
I-Wert von 5,0 und fiir TPN einen I-Wert von 0. Aus dem Ergebnis ist ersichtlich, 
da& die Glutaminsiure-dehydrogenase in Allomyces arbuscula ausschlieBlich DPN- 


spezifisch ist. Bei den folgenden Versuchen wurden die Rohextrakte vor Verwendung 
4 Std dialysiert. 


2. Verhalten verschiedener Acceptorfarbstoffe 


Die nachfolgende Tab.1 zeigt das Ergebnis einer Versuchsreihe mit 
5 verschiedenen Acceptorfarbstoffen, nach fallendem Redoxpotential 
(Spalte 2) geordnet. 

Enzymlosung aus 4'Tage altem Mycel eines Sporophyten. TGW: 


3,8 mg/ml. In einem Thunbergansatz von 3 ml Gesamtvolumen waren 
enthalten : 


0,05 m Trispuffer (px 7,0) 0,0001 m Acceptorfarbstoff 
0,05 m Na-Glutaminat 1 ml Enzymloésung 
50 y DPN 
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Der Versuch ergibt, daB Bindschedlers Griin den héchsten Wert fir 
I liefert, und die Werte bei den anderen Farbstoffen entsprechend den 
Redoxpotentialen abfallen. Trotzdem wurde in allen weiteren Versuchen 
Methylenblau als Acceptor benutzt, weil es wegen seiner groBen 
Farbintensitat in geringeren Konzentrationen als die anderen Farbstoffe 
benutzt werden kann und weil die Losung eine groBere Haltbarkeit besitzt. 


Tabelle 1. Glutaminatdehydrierung durch verschiedene Acceptorfarbstoffe in Gegenwart 
von dialysiertem M ycelextrakt 
————————— eee eee 


Acceptorfarbstoff E, bei py 7,0 Pa Lard I 

Bindschedlers Griin + 0,224 — v7 5,6 
ty= >300 

2,6-Dichlorphenol- + 0,217 iia 21 4,5 
Indophenol t= >300 

Toluylenblau + 0,115 oS PS) 4,0 
to>= >300 

Thionin + 0,063 t= 24 3,9 
ty= >300 

Methylenblau + 0,011 te 37 2,4 
| ty= >300 


So lieferte Methylenblau bei einer Konzentration von 0,00002 M im 
Gesamtansatz Entfarbungszeiten, die noch unter denen ftir Bindsched- 
lers Griin lagen. 


3. Intracellulire Lokalisierung der Glutaminsdure-dehydrogenase 


Zur Untersuchung der intracellularen Verteilung des Enzyms wurde 
aus dem 4 Tage alten Mycel eines Sporophyten ein bei 1600 x g zentri- 
fugierter Extrakt hergestellt und geteilt. Kin Teil davon wurde zur Ent- 
fernung der Mitochondrien 30 min bei 15000 xg in der Eispirouette 
zentrifugiert; der Uberstand diente als Enzymlésung. Der andere Teil 
wurde unbehandelt als Enzymlosung benutzt. Der Versuch ergab fiir 
den niedertourig zentrifugierten Anteil einen I-Wert von 5,0 und fiir den 
hochtourig zentrifugierten Anteil einen I-Wert von 4,9. Dies besagt, daB 
das Enzym seinen Sitz im mitochondrienfreien Cytoplasma haben muB. 


4. Reaktionskinetik 


a) Bestimmung der Relation Enzymmenge zur Reaktionsgeschwindigkeit 


Enzymlésung aus 7 Tage altem Mycel eines Sporophyten. TGW: 
5,8 mg/ml. In einem Thunbergansatz waren enthalten: 


0,05 m Trispuffer (px 7,0) 0,00002 m Methylenblau 
0,05 m Na-Glutaminat Enzymlésung in variablen Mengen 
50 y DPN 


25% 
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Das Ergebnis des Versuchs ist in Tab.2 enthalten. 


Tabelle 2. Abhdngigkeit der Glutaminsiure-Dehydrierung von der Enzymkonzentration 


a 


Enzymmenge 
Ansatz I/mg 
in Milligramm u 
Nr. T GW TGW 
1 1,45 1,2 0,828 
2 2,9 yo 0,794 
3 5,8 4,8 0,828 
4 8,7 8,8 1,010 


b) Bestimmung des pq-Optimums 
Enzymlésung aus 3 Tage altem Mycel eines Sporophyten. TGW: 
6,1 mg/ml. In einem Thunbergansatz waren enthalten: 


Borax-Phosphat-Puffer [0,025 m Borax und 0,05 m KH,PO, in Mengenverhalt- 
nissen nach D’Awns u. Lax (1949)] 


0,05 m Na-Glutaminat 0,00002 m Methylenblau 
50 y DPN 1 ml Enzymlésung 
Abb.10 zeigt, daB das py-Opti- - 


mum bei 7,5 liegt. 


J 
Y 
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Abb. 10. pu-Hinflu8 auf die Glutaminsiure- Abb.11. Abhangigkeit der Geschwindigkeit der 

dehydrogenase-Aktivitit | (Borax-Phosphat- Glutaminsiure-dehydrierung von der DPN-Kon- 

Puffer) zentration. K,-Wert gestrichelt eingezeichnet 


c) Bestimmung der Michaelis-Konstanten fiir DPN 


Enzymlésung aus 5 Tage altem Mycel eines Sporophyten. TGW: 
2,2 mg/ml. In einem Thunbergansatz waren enthalten: 


0,05 m Trispuffer (px 7,0) 1 ml Enzymlésung 


0,16 m Na-Glutaminat DPN inverschiedenen Konzentrationen 
0,00002 m Methylenblau 
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Das Ergebnis (Abb. 11) ist, daB ohne Zusatz von DPN keine Substrat- 
reduktion erfolgt. Die Michaelis-Konstante wurde nach der Methode von 
LINEWEAVER u. BurK errechnet. Es war: 


V = 16 (in I ausgedriickt) und K, = 3,32 uM 


d) Bestimmung der Michaelis-Konstanten fiir Na-Glutaminat 
Enzymlésung aus 5 Tage altem Mycel eines Sporophyten. TGW: 
4,4 mg/ml. In einem Thunbergansatz waren enthalten: 


0,05 m Trispuffer (py 7,0) 0,00002 wt Methylenblau 


100 y DPN Na-Glutaminat in verschiedenen Konzentrationen 
1 = ml Enzymlésung 


J/mg 7GW 


o—o Gomerophyt 
——« Sporophyt 
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Abb.12. Abhangigkeit der Geschwindigkeit der Abb. 138. Abhiangigkeit der Glutaminsiiure- 
Glutaminsadure-dehydrierung von der Na-Glut- dehydrogenase-Aktivitit vom Mycelalter bei 
aminat-Konzentration. K,,-Wert gestrichelt Gametophyt und Sporophyt 
eingezeichnet 


Abb. 12 zeigt das Ergebnis mit dem nachtraglich eingezeichneten Wert fiir 


ie. Ks war V = 10,5 (in I ausgedriickt) und Ke = 0,025 M. 


e) Bestimmung der Relation Aktivitaét zu Mycelalter 
bei Gametophyt und Sporophyt 
Gametophyten- und Sporophytenmycel wurde zu rohen Enzym- 
lésungen verarbeitet. In einem Thunbergansatz waren enthalten: 
0,05 m Trispuffer (px 7,0) 0,00002 m Methylenblau 


0,16 mw Na-Glutaminat 1 ml Enzymlésung 
120 y DPN 
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Das Ergebnis (Abb. 13) ist, daB die Abnahme der Enzymaktivitaét mit 
steigendem Alter des Mycels sehr schnell erfolgt. Hinsichtlich des Ge- 
haltes an Glutaminsiure-dehydrogenase lassen Gametophyt und Sporo- 
phyt keine Unterschiede erkennen. 


(. Besprechung der Ergebnisse 
T. Glutaminsynthease 


Das glutaminsynthetisierende Enzym aus Allomyces arbuscula ist aus- 
schlieBlich an die Mitochondrien gebunden im Einklang mit den Befunden 
von Frey u. Leurwarpt (1949) am tierischen und von WEBSTER (1953) 
am Pflanzensamenenzym. 

Acetongetrocknete Praparate aus Allomyces arbuscula zeigten auch 
gleich nach der Herstellung keine Aktivitat mehr im Gegensatz zu den 
glutaminsynthetisierenden Enzymen aus tierischen Geweben und Pflan- 
zensamen (SPECK 1949b, Extior 1951, WEBSTER 1953). 

Rohextrakte aus Schafhirn behielten nach Speck (1949b) und 
Exxior (1951) in der Kalte langere Zeit ihre Aktivitat und konnten ohne 
nennenswerten Aktivitatsverlust 24 Std und linger dialysiert werden. 
Die aus Allomyces hergestellten Enzymlésungen hatten nach 24stiindiger 
Dialyse ihre Aktivitit fast véllig verloren. 

Die kinetischen Untersuchungen am Pilzenzym waren durch das Auf- 
treten eines Nullwertes bei der Hydroxamsiure-Methode erschwert. Der in 
der Zeitumsatzkurve ermittelte Nullwert war der Menge des zugesetzten 
Enzyms proportional; iiber sein Zustandekommen — trotz formeller 
Kompensation (Seite 360) — konnten nur Vermutungen geaiuBert werden. 

Das py-Optimum, das zwischen 6,5 und 7,2 liegt, steht im Einklang 
mit Befunden an tierischem Material (Sprck 1949a, 1949 b; Exxror 1951). 
Die als kompetitiv erkannte Phosphathemmung der Glutaminsynthese 
steht im Gegensatz zu den Ergebnissen von SpEcK (1949a), der bei aus 
Taubenleber isolierter Glutaminsynthease fand, da ohne Phosphat- 
zusatz keine Glutaminsynthese ablaufen kann. 

Fir ATP ergab sich eine Michaelis-Konstante von 0,885 mm, fast 
3mal kleiner als beim Taubenleberenzym (2,5 mm nach SPECK 1949b). 
Fir Na-Glutaminat wurde eine Michaelis-Konstante von 0,175 M ge- 
funden, die 65mal gréer war, als die von SproKx (1949b) fiir das aus 
Taubenleber isolierte Enzym gefundene Konstante von 0,0027 M. 


IT. Glutaminsdéure-dehydrogenase 
Dieses Enzym ist im mitochondrienfreien Plasma enthalten. Sein 
Coferment war wie bei tierischem (v. EULER et al. 1938) und pflanzlichem 
(BuLEN 1956) Enzym DPN. Bei Glutaminsdure-dehydrogenase aus Hefe 
(v. Evier et al. 1937) und aus B. coli (ADLER et al. 1938c) ist TPN das 
spezifische Coferment. Jacopr (1957) konnte in der Griinalge Ulva 
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lactuca ein Enzym nachweisen, das sowohl DPN- als auch TPN -spezifisch 
ist; Hotzer u. SCHNEIDER (1957) fanden in Hefe zwei fiir die beiden 
Cofermente spezifische Enzyme. 

Das px-Optimum lag mit 7,5 etwas unter dem von BULEN (1956) 
isolierten Maisblatter-Enzym (8,15) und dem von JAcost (1957) isolierten 
Ulva lactuca-Enzym (8,4). 

Fiir DPN wurde eine Michaelis-Konstante von 2,88 - 10-6 u ermittelt ; 
dieser Wert liegt ganz erheblich unter dem von HotzEer u. SCHNEIDER 
(1957) fiir Glutaminsdure-dehydrogenase aus Hefe gefundenen Wert von 
1,25-10-*m. Fir Na-Glutaminat konnte eine Michaclis-Konstante von 
2,5-10-?m ermittelt werden, die mit der von Hoxuzer u. SCHNEIDER 
(1957) fiir das DPN-Enzym aus Hefe gefundenen Michaelis-Konstanten 
genau tbereinstimmt. 


III. Bedeutung der Befunde fiir den Aminosdéure-Stoffwechsel 
von Allomyces arbuscula 

Die erhaltenen Ergebnisse passen in das von v. EuLEr et al. (1938) 

aufgestellte Schema des Aminosiurestoffwechsels. Dieses Schema ist in 

Abb.14 noch um die wichtige Rolle des Glutamins erweitert worden. Bei 

der papierchromatographischen Analyse der freien Aminosaiuren des 


_ ete | 2-Aminosauren <a 


+NH3 Gluftammsynthease 


-NH3 G/v//aminase 


t 


Glutaminsaure - 
Dehydrogenase 


a-Kefog/vfarsaure 


Abb.14. Schema des Aminosiiure-Stoffwechsels bei Allomyces arbuscula 


Plasmas von Allomyces arbuscula war die Konzentration des Glutamins 
hoher als die der Glutaminsdéure. Das besagt wohl, im Einklang mit 
der Untersuchung der Glutaminsaure-dehydrogenase-Aktivitat in Mycel 
verschiedenen Alters, dai die Synthese der Glutaminsiéure sehr frtih 
erfolgt, und daB anschlieBend die Glutaminsdure in Transaminierungs- 
prozessen umgesetzt bzw. in zeitlich ziemlich konstanter Intensitat durch 
Amidierung in Glutamin verwandelt werden kann. Wenn in den vor- 
liegenden Untersuchungen auf Aktivitatsunterschiede der beiden unter- 
suchten Enzyme in Gametophyt und Sporophyt geachtet wurde, solche 
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aber nicht gefunden wurden, so mu hier abschlieBend gesagt werden, . 
daB bei der zentralen Stellung dieser Enzyme im Aminosaure- Stoffwechsel — 
des Pilzes nennenswerte Unterschiede kaum zu erwarten waren. Bei der 
Umdeterminierung kann jedes Enzym des intermediadren Stoffwechsels 
in Frage kommen; hier kann nur die miihsame systematische Durch- 
priifung zu neuen Erkenntnissen und zum Erfolg fiihren. 


Zusammenfassung 


1. In zellfreien Extrakten von Allomyces arbuscula wurde die Wirkung 
der Enzyme Glutaminsynthease und Glutaminsaure-dehydrogenase nach- 
gewiesen und ihre Verteilung untersucht. Die Glutaminsynthease ist an 
die Mitochondrien gebunden; die Glutaminsaure-dehydrogenase ist im 
mitochondrienfreien Cytoplasma enthalten. 

2. Das pu-Optimum betragt fiir die Glutaminsynthease 6,9, fiir die 
Glutaminsaure-dehydrogenase 7,5. 

3. Die Glutaminsiure-dehydrogenase ist DPN-spezifisch. 

4. Die Michaelis-Konstanten fiir Substrate und Coenzyme beider Fer- 
mente wurden bestimmt und Unterschiede gegeniiber Fermenten anderer 
Herkunft festgestellt. 

5. Die Glutaminsynthese wurde durch Phosphat stark gehemmt; hier- 
bei handelt es sich um eine in bezug auf Na-Glutaminat kompetitive 
Hemmung. 

6. Wahrend die Aktivitit der Glutaminsynthease mit steigendem Mycel- 
alter nur wenig abnimmt, fallt diejenige der Glutaminsaure-dehydrogenase 
stark ab. Hinsichtlich der Aktivitat beider Enzyme weisen Gametophyt 
und Sporophyt keine Unterschiede auf. 

7. Auch im Gehalt an freien Aminosauren zeiger? Gametophyt und 
Sporophyt keine qualitativen Unterschiede. Im Plasma beider Mycel- 
typen wurden 14 freie Aminosiuren nachgewiesen, darunter 3 nicht 
identifizierbare. 

8. Die Ergebnisse werden im Hinblick auf den Aminosaure-Stoffwechsel 
von Allomyces arbuscula diskutiert. 


Herrn Professor Dr. Joser Straus danke ich fiir die Anregung zu dieser Arbeit 
und fiir seine Unterstiitzung bei der Durchfiihrung der Untersuchungen. Ebenfalls 
mochte ich Herrn Professor Dr. WinHELM FRANK® fiir seine vielen guten Rat- 
schlage und stete Hilfe meinen Dank aussprechen. 
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Uber antibiotische Wirkungen von drei Pseudomonasarten 
auf Wachstum und Myeelbildung von samenbegleitenden 
Pilzen sowie Bacillus cereus var. mycoides 


Von 
GEORG ROTH 


Mit 7 Textabbildungen 
(Hingegangen am 11. Marz 1959) 


Bei Untersuchungen tiber die samenbegleitende Mikroflora der Gerste 
(RorH 1958) wurden 3 Pseudomonas-Arten gefunden, die durch ihre 
antibiotische Wirkung auf andere Mikroorganismen und fluorescierenden 
Farbstoffe auffielen. Eine negative Beeinflussung der Keimung von 
Gerste war ebenfalls festzustellen. Es tauchte die Frage auf, welchen 
EKinfluB diese Stamme auf die an Samen haftende saprophytische und 
parasitische Mikroflora ausiiben konnen. Die Beantwortung war insofern 
von Bedeutung, als eine Storung des mikrobiologischen Gleichgewichts 
eine schnelle Entwertung des Saatgutes zur Folge haben kann. 

Im Rahmen der Untersuchungen tiber den natitirlichen Antagonismus 
im Boden (WAKSMAN 1937) wird Pseudomonas fluorescens sowie anderen 
pigmentbildenden Bakterien eine besondere Bedeutung zugeschrieben. 
Weitere Ergebnisse tiber Hemm- und Farbstoffkomponenten bei Bac- 
terium fluorescens liegen bei BrrKoFER (1948) vor. TAUBENECK (1954) 
und D6.LxLE (1954a, b) konnten hingegen nachweisen, daB die bei para- 
sitischen Pilzen (Helminthosporium) hervorgerufenen Wachstumshem- 
mungen durch antibiotisch wirkende Boden-Actinomyceten zustande- 
kommen. 

, Material und Methodik 

Das Untersuchungsmaterial bestand aus mehreren samenbegleitenden 
Pilzen als 'Testorganismen, welche von Gerstenkaryopsen isoliert wurden 
und einen schadlichen Kinflu8 auf Samen und Keimling ausiiben, sowie 
aus Bacillus cereus var. mycoides auf der einen Seite und aus drei Pseudo- 
monas-Arten. Letztere wurden bei Roru (1958) auf ihre morphologischen 
und physiologischen Kigenschaften gepriift. Die Zuordnung zu einer 
bestimmten Art (nach BERGry 1957) konnte jedoch nicht vorgenommen 
werden, da in einigen Punkten Differenzen auftraten. So zeigt Pseudo- 
monas-Bakterium Stamm Nr.2 gute Ubereinstimmung mit Pseudomonas 
aeruginosa, Pseudomonas-Bakterium Stamm Nr.37 eine solche mit 
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Bacterium fluorescens, dagegen war ein Vergleich von Pseudomonas- 
Bakterium Stamm Nr.30 mit einer bekannten Pseudomonas-Art in 
mehreren Punkten gar nicht méglich. Alle drei Psewdomonas-Arten wuch- 
sen nicht bei einer Temperatur von 37° C, wihrend Pseudomonas aerugi- 
nosa und Pseudomonas fluorescens nach BERGEY (1957) bei der genannten 
Temperatur ein gutes Wachstum zeigen. Aus diesem Grunde soll an 
dieser Stelle als Erginzung zu den differentialdiagnostischen Angaben 
(Rot 1958) eine bildliche Darstellung der Bewegungsorgane (GeiBeln) 


= 


Abb. 1. Stamm Nr. 2 Abb. 2. Stamm Nr. 30 Abb. 3. Stamm Nr. 37 


Abb. 1—3. GeiBeldarstellung der an Gerstenkaryopsen vorkommenden Psewdomonas-Bakterien. 
Phasenkontrastaufnahmen in Luft. 2700 x 


der drei genannten Pseudomonas-Arten folgen. Wahrend die Geifeln 
von Pseudomonas-Bakterium Stamm Nr.2 und 37 gro®e Ahnlichkeit 
zeigen (Abb. 1 u. 3), sind die von Stamm Nr.30 feiner und starker auf- 
gelockert (Abb.2). Die Sichtbarmachung der mono- und lophotrichen 
Bewegungsorgane erfolgte nach dem Verfahren von BurcIK u. PLANKEN- 
HORN (1953). 

Auf antibiotische Empfindlichkeit gegeniiber den drei genannten 
Pseudomonas-Arten wurden folgende Organismen gepriift : Gibberella zeae 
(Schw.) Petch. (deutscher und amerikanischer Herkunft), Fusarium 
equiseti (Cda.) Sace., Fusarium oxysporum Schl., Aspergillus amstelodami 
(Mangin) Thom et Church, Phyllosticta spec., Cladosporium herbarum 
Link, Epicocewm nigrum Link, Trichotheciwm roseum Link, Penicillium 
spec. und Bacillus cereus var. mycoides. Letzterer ist’ gegeniiber anti- 
biotischen Stoffwechselprodukten sehr empfindlich und eignet sich vor- 
zuiglich zu antibiotischen Testversuchen. 

Es galt nunmehr vor allem die verschiedenen Nahrstoffanspriiche, sowohl fiir 


Bakterien als auch fiir Pilze, in einem Nahrmedium zu vereinen. Gute Entwick- 
lungsméglichkeiten der Mikroorganismen konnten durch ein zusammengesetztes 
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Nahrsubstrat aus folgenden Nahrbéden erzielt werden: Biomalzbouillon: 1/;-Dex- 
trose-Bouillon : Czapek-Dox-Lésung im Verhaltnis 1:1:1 mit einem py-Wert von 
6,5. Die zu untersuchenden Pilzstamme wurden jeweils in der Mitte der Petri- 
schalen, die Bakterien an 4 Stellen in der Randzone der Schalen tibergeimpft. Ver- 
wendet wurden hierzu Bakterienreinkulturen im Alter von 18—24 Std und Pilz- 
kulturen im Alter von 5—8 Tagen. Die Bebriitung erfolgte nach der Beimpfung bei 
26° C. Mit Hilfe einer UV-Lampe war es méglich, die tagliche Zunahme der in den 
Nahrboden diffundierten fluorescierenden Bakterienausscheidungen mittels einer 
gut sichtbaren, auffallenden Fluorescenzzone zu registrieren. Die papierchromato- 
graphische Trennmethode erméglichte eine Trennung der ausgeschiedenen Stoff- 
wechselprodukte (nach LinsKens 1955 und GRUNz 1957). 


Ergebnisse der Testversuche yon Pseudomonasbakterien gegeniiber 

samenbegleitenden Pilzen und Bacillus cereus var. mycoides 

Die Versuche zeigen, da die drei Psewdomonas-Bakterien das Wachs- 
tum der Pilze und von Bacillus cereus var. mycoides sowohl in verschiede- 
ner Starke als auch in unterschiedlicher Form hemmen (Abb.4—7). Bei 
der Auswertung der Ergebnisse (Tab.1) mu neben der Intensitaét der 
Hemmwirkung auch die Beschaffenheit der Hemmzonen beachtet wer- 
den. Vor allem weisen die drei Psewdomonas-Arten einen unterschied- 
lichen Hemmeffekt gegeniiber den verschiedenen Testorganismen auf. 
Die starkste Hemmung auf die gepriiften saprophytischen und fakultativ- 
parasitischen Pilze und Bacillus cereus var. mycoides zeigt Pseudomonas 
Stamm Nr. 30, etwas schwiicher Pseudomonas Stamm Nr.2 und die ge- 
ringste Pseudomonas Stamm Nr.37. Bei naiherer Betrachtung fallen 
deutliche Hemmzonengrade auf: 

1. Die Pilze wachsen bei Stamm Nr.37 wohl bis an die Bakterien- 
kolonien heran, doch besteht hier in einem gewissen Umkreis eine deut- 
liche Abschwachung der Mycelausbildung bei den Pilzen und der 
rhizoiden Wuchsform bei Bacillus cereus var. mycoides (kontinuierliche 
Hemmzone). Die Pilze entwickeln in der Mitte der Petrischalen ein 
dichteres Mycel, welches bis in unmittelbare Niihe der Bakterienkolonien 
kontinuierlich abnimmt. Diese Wachstumshemmung ist auf antibiotische 
Ausscheidungen der Bakterien zuriickzufiihren. 

2. Pseudomonas Stamm Nr.2 zeigt bei den meisten Pilzen und bei 
Bacillus cereus var. mycoides eine relativ scharf abgegrenzte Hemmzone. 
Diese bleibt tiber die ganze Versuchszeit bestehen und ist um einige 
Grade schwacher als die von Stamm Nr. 30 (vergl. Abb.4 u. 5). Wahrend 
es einigen Pilzen nicht méglich ist, in diese Hemmzone (totale Hemm- 
zone) einzudringen, vermégen andere, vor allem die sich schnell aus- 
breitenden samenpathogenen Pilze wie Gibberella zeae und einige Fusa- 
rium-Arten, nach laingeren Zeitabstinden diese Hemmzone durch 
kraftiges Mycelwachstum zu tiberwuchern. 

3. Den starksten Kinflu®B auf die gepriiften Pilze und auf Bacillus 
cereus var. mycoides zeigt Pseudomonas Stamm Nr.30. Die totale Hemm- 
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zone ist verhaltnismaBig groB und geht iiber in die kontinuierliche Hemm- 
zone, in welcher das Mycel nur sparlich wachsen kann (Abb.5 u. 6). 
DaB es sich bei der verschiedenartigen Ausbildung der Hemmzonen um 


Abb. 4. Pseudomonas Stamm Nr. 2 Abb. 5. Pseudomonas Stamm Nr. 30 


Abb. 4u. 5. Antibiotische Wirkung der Pseudomonas-Bakterien auf die Entwicklung von Bacillus 
cereus var. mycoides 


Abb. 6. Antibiotischer Einflu8 von Pseudomonas Abb.7. Antibiotischer EinfluB von Pseudomonas 
Stamm Nr. 30 auf Gibberella zeae (Schw.) Petch. Stamm Nr. 2 auf Fusariwm equiseti (Cda.) Sacc. 
Totale und kontinuierliche Hemmzone Totale Hemmzone 


Einfliisse verschiedener antibiotischer Stoffe der genannten Pseudomonas- 
Bakterien handelt, soll an einer anderen Stelle dieser Arbeit bewiesen 
werden. 

Form und Gréf8e der Hemmzonen sind nicht allein durch das entspre- 
chende Bakterium und seine Ausscheidungsprodukte bestimmt, sondern 
haingen in weitgehendem Mafe von dem jeweiligen Testpilz ab. Der 
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Schwellenwert liegt bei den einzelnen Pilzen in verschiedener Hohe, 
wodurch die antibiotische Empfindlichkeit der Testorganismen bestimmt 
wird. So zeigt z. B. in Abb.6 Pseudomonas-Stamm Nr.30 trotz seiner 
starken antibiotischen Wirkung auf Gibberella zeae einerseits eine aus- 
gepragte totale und eine deutlich sichtbare kontinuierliche Hemmzone, 
andererseits beginnt bereits der sehr stark samenpathogene Pilz Gibberella 
zeae diese Hemmzone durch sein Mycel zu iiberwuchern. Kine starke 


Tabelle 1. Testversuchsergebnisse iiber die antibiotische Empfindlichkeit von Pilzen 
und Bacillus cereus var. mycoides gegentiber 3 Pseudomonas-Arten 
TH = Totale Hemmzone; KH — Kontinuierliche Hemmzone 


Hemmzonentestbewertung 


Testorganismen* Bakt.-Stamm 2 Bakt.-Stamm 30 | Bakt.-Stamm 37 
TH KH TH KH TH KH 
Bacillus cereus var. mycoides. | +++ ++ Sea +4 tok 
Gibberella zeae... . apse || Sear = Paras |) esses ates + 
Gibberella zeae (USA) . PEE | ++ | +t] PS 
Fusarium equisett ..... oF sere |anaow “B+ a oN niece 
Fusarium oxysporum... . | +++ oP Siaecc ||) vane as + ot 
Aspergillus amstelodami. . . +3 + ++ | +4 a a 
Pemcilium spec... .... | ++4 + eerie = SPF 5 
Phyllosticia spec... ... . b+ + ++ + = 
Cladosporium herbarum . . . ++ + ++) + + = 
Epicoccum nigrum... . . | +++ a ie + = = 
Trichotheciwm roseum. .. . ++ + +++ + ae = 


— Bakterien zeigen keine Hemmwirkung auf Pilzwachstum und Bacillus cereus 
var. mycoides. 

+ Bakterien zeigen eine schwache Hemmwirkung auf Pilzwachstum (totale 
Hemmzone kleiner als 2 mm; kontinuierliche Hemmzone kleiner als 3 mm). 

++ Bakterien zeigen eine maBig starke Hemmwirkung auf Pilzwachstum (totale 
Hemmzone zwischen 2 und 4 mm; kontinuierliche Hemmzone zwischen 3—10 mm), 

+++ Bakterien zeigen eine starke Hemmwirkung auf Pilzwachstum (totale 
Hemmzone grofer als 4mm; kontinuierliche Hemmzone tiber 10 mm). 

' AuBer Gibberella zeae (USA) wurden alle Pilze von Gerstenkaryopsen isoliert. 


Empfindlichkeit gegentiber den Psewdomonas-Ausscheidungen (Stamm 2 
und 30) zeigte Fusarium equiseti (Cda.) Sace. (Abb.7). Die Gegeniiber- 
stellung der Abb.6 u. 7 zeigt deutlich, daB die Ausbildung der Hemm- 
zonen von den jeweiligen Wuchsformen und der Empfindlichkeit der Pilze 
abhangt. 

Tab.1 zeigt die quantitative Auswertung der Empfindlichkeit aller 
gepriiften Organismen gegeniiber den Pseudomonas-Stimmen. Sie wur- 
den im Vitaltest auf die antibiotische Wirksamkeit gepriift. Neben der 
GroBe der Hemmzonen ist auch deren Beschaffenheit und Ausbildung 
bei der Auswertung der Versuche beriicksichtigt worden, und zur 
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besseren Veranschaulichung sind die Abb.4—7 beigefiigt. Die aufgefiihr- 
ten Testergebnisse und die Hemmzonen in den vorliegenden Abbildungen 
lassen den SchluB zu, daB Pseudomonas-Stamm Nr.30 den starksten, 
Pseudomonas-Stamm Nr.2 einen relativ starken und Pseudomonas- 
Stamm Nr. 37 einen geringen Einflu8 durch Abscheidung antibiotischer 
Stoffe auf die getesteten Organismen ausiibt. Damit im Zusammenhang 
interessierte die Frage nach der Art und Wirksamkeit der antibiotischen 
Stoffe. Eine teilweise Beantwortung konnte auf papierchromatographi- 
schem Wege gegeben werden. 


Untersuchungen iiber die von Pseudomonasbakterien ausgeschiedenen 
fluorescierenden Stoffwechselprodukte 


Die Anzahl der ausgeschiedenen Hemm- und Farbstoffe der unter- 
suchten drei Pseuwdomonas-Arten konnte auf papierchromatographischem 
Wege bestimmt werden. Die Farbstoffkomponenten wurden mit 3°/,igem 
Ammoniumchlorid getrennt. 


Tabelle 2. Ry-Werte der verschiedenen Farbstoffkomponenten der antibiotisch wirksamen 
Stoffwechselprodukte von 3 Pseudomonas-Arten 
Lésungsmittel 3°/,iges Ammonium-Chlorid 


Ry-Werte der Farbstoffkomponenten 1—7 Lacto- 


ae 

filtrat 1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 | 7 Ry Wert 
2 0,056 0,227 0,359 — 0,642 0,726 0,925 0,572 

30 0,056 — 0,359 -- 0,642 — 0,925 

37 0,056 0,227 0,359 0,510 0,642 0,726 | 0,925 


Der in Schragagarnihrmedien ausgeschiedene fluorescierende Farbstoff lieB sich 
verhaltnismafig leicht vom Nahrboden trennen. Der Bakterienbelag wurde mittels 
Aqua dest. mit Hilfe eines Glasstabchens abgelést und entfernt, der farbstoff- 
enthaltende Agarnahrboden mit 50 cm* 96°/,igem Athylalkohol versehen und homo- 
genisiert. Die farbstoffenthaltende Fliissigkeit konnte durch Zentrifugieren agarfrei 
gemacht, durch EHinstellen in den Trockenschrank durch Verdampfung des Alkohols 
konzentriert und zwecks Identifizierung der verschiedenen Stoffe qualitativ weiter 
verarbeitet werden. 

Der chromatographische Trennungsvorgang begann durch HingieBen des Lésungs- 
mittels nach vorangegangener Angleichung des Papierstreifens im Glaszylinder bei 
l6sungsmittelgesattigter Atmosphare. Nach der bekannten papierchromatographi- 
schen Trennungsmethode wurde in verschiedenen Verdiinnungsstufen die Farb- 
fliissigkeit auf Chromatogrammpapier (Fa. Schl. & Sch. Nr.2043b) aufgetragen und 
die Trennung nach der absteigenden Methode und im Rundfilter durchgefiihrt. 
Unter der UV-Lampe konnten die fluorescierenden Flecke abgegrenzt, die Losungs- 
mittelfront aufgezeichnet und anschlieBend die Rr-Werte der verschiedenen mit 
Zahlen (von 1—7) versehenen Komponenten errechnet werden (Tab. 2). 


Nach den vorliegenden Untersuchungsbefunden handelt es sich bei 
Pseudomonas-Stamm Nr.2 um 6 verschiedene, bei Psewdomonas-Stamm 
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Nr.30 um 4 und bei Stamm Nr.37 um 7 fluorescierende Farbstoff- 
komponenten. Da die Farbstoffkomponenten 1, 3, 5 und 7 bei allen 
drei Pseudomonas-Arten vorkommen, wird man vorerst bei ihnen (im 
Komplex oder einzeln) den den Hemmeffekt auslésenden Wirkstoff 
suchen miissen. Es ist aber leicht méglich, daB zudem noch andere, nicht 
fluorescierende und nach dieser Methode nicht zu erfassende Stoffe vor- 
handen sind, die ebenfalls gewisse antibiotische Einfliisse ausiiben kén- 
nen. 

Die Untersuchungsergebnisse von BirkoFER (1948) tiber das Vor- 
handensein von Lactoflavin in der Kulturfliissigkeit von Psewdomonas- 
Bakterien, die auch von LANDENBERGER (1952) auf papierchromato- 
graphischem Wege bestatigt wurden, konnten in eigenen Versuchen trotz 
vielfacher Wiederholung weder auf papierchromatographischem noch 
auf biologischem Wege bestatigt werden. Die gelbfluorescierende Farb- 
stoffkomponente zeigt im Chromatogramm (Lésungsmittel: Butanol- 
Essigsdure-Gemisch) wohl die gleiche Fluorescenz bei Bakterium-Stamm 
Nr. 37 wie Lactoflavin, die Ry- Werte weichen jedoch so stark voneinander 
ab, daB eine Identitat dieser beiden Stoffe gar nicht zur Diskussion steht. 

Ein besseres Trennungsmittel konnte in dem 3°/,igen Ammonium- 
chlorid gefunden werden. Auch hier weichen die gelbfluorescierenden 
Ry-Werte so stark voneinander ab, daf man wohl mit Recht annehmen 
kann, daB es sich hier nicht um Lactoflavin handelt. 


Die wachstumshemmenden Farbstoffkomponenten 

Uber den Einflu8 der drei Pseudomonas-Arten in Reinkultur auf meh- 
rere Testorganismen geben Tab. 1 und die Abb.4—7 AufschluB. An dieser 
Stelle sollen nunmehr die einzelnen fluorescierenden Farbstoffkompo- 
nenten in ihrer Wirkung auf Bacillus cereus var. mycoides untersucht 
werden. Die mit Nummern versehenen auf dem Chromatogramm aus- 
einander gezogenen Farbstoffkomponenten wurden mit einer Schere sorg- 
faltig herausgeschnitten und in einer Petrischale sterilisiert. Nach dem 
PlattengieBen wurden diese sterilen Papierstiickchen nach Nummern 
geordnet in den heifen, fliissigen Nahrboden gelegt und nach Erkalten 
des Nahrmediums Bacillus cereus var. mycoides in den Mittelpunkt der 
Petrischalen geimpft. Die fluorescierenden Farbstoffkomponenten dif- 
fundierten in den Nahrboden und es zeigte sich, daB von den 7 fluores- 
cierenden Stoffen nur die Stoffe Nr.1 und Nr.5 einen ausgesprochen 
hemmenden EinfluB auf Bacillus cereus austibten. Der fluorescierende 
Stoff Nr.7 zeigte eine leichte Wachstumshemmung. Alle anderen Stoffe 
hatten keinen HinfluB. Da Pseudomonas Stamm Nr.30 unter seinen 
4 Farbstoffkomponenten 3 wachstumshemmende hat, ist es verstandlich, 
daf dieser Stamm auch die groRte antibiotische Wirkung auf die Test- 
organismen ausiibt. Mit steigender Anzahl von ausgeschiedenen Stoffen 
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sinkt die antibiotische Wirkung, wie das vor allem bei Stamm Nr.37 am 
deutlichsten zu ersehen ist. Es soll einer weiteren Arbeit vorbehalten 
bleiben, diese stark antibiotisch wirkenden Stoffe zu identifizieren. 


Zusammenfassung und Besprechung der Ergebnisse 


10 Pilzstamme, von denen 9 zur samenbegleitenden Mikroflora eines 
unter feuchten Witterungsverhaltnissen geernteten Gerstensaatgutes 
gehoren, wurden im Punkttestverfahren gegen 3 ebenfalls samen- 
begleitende Pseudomonas-Arten getestet. Die aus den vorangestellten 
Versuchen gewonnene Erkenntnis, daB ,,gesundes“ Saatgut Bakterien 
enthalt, die antibiotisch gegen die meisten samen-saprophytischen und 
-parasitischen Pilze (Gibberella zeae, Fusarium equiseti, Fusarium oxy- 
sporum, Aspergillus amstelodami, Penicillium spec., Phyllosticta spec., 
Cladosporium herbarum, Epicoccum nigrum, Trichothecium rosewm) 
wirken und die Tatsache, da diese Bakterien unter geeigneten Kultur- 
bedingungen auch in der Lage sind, von sich aus diese Pilze im Wachstum 
zu hemmen, zeigt uns die Bedeutung einer gut abgestimmten natiirlichen 
Mikroflora der Samen. Diese ist deshalb von groBer Wichtigkeit, weil 
ahnliche antagonistische Vorginge auch im natiirlichen Keimbett vor- 
handen sind, durch Pseudomonas-Arten die samenzersetzenden Organis- 
men ausgeschaltet werden und ein besseres Auflaufen der Jungpflanzen 
gestattet ist. Die auf kiinstlichem Nahrmedium geziichteten antagonisti- 
schen Bakterien rufen bei Pilzen eine beachtliche Wachstumshemmung 
hervor. Die antibiotische Leistung der drei Psewdomonas-Arten wurde 
gezeigt und bewiesen. 

Als besonders gutes Versuchs- und Anschauungsobjekt fiir antibioti- 
sche Teste eignete sich Bacillus cereus var. mycoides, der durch die 
Pseudomonas-Abscheidungen im Wachstum stark gehemmt wird. Auch 
bei anderen Pilzen ist in den meisten Fallen eine deutliche ,,totale*‘ und 
, kontinuierliche‘‘ Hemmzone festzustellen. Bei den einzelnen Bakterien- 
arten liegt ein deutlicher Unterschied in der antibiotischen Hemmstarke 
ansteigend von Pseudomonas-Stamm Nr. 37 tiber Stamm Nr. 2 zu Stamm 
Nr.30 vor. Im Chromatogramm-Streifentest konnte nachgewiesen wer- 
den, da& die Hemmwirkung von ganz bestimmten Komponenten ausgeht. 
Die Wirkung nimmt mit Zunahme von nichthemmenden Komponenten 
ab. Liegt der stark antibiotisch wirkende Stoff unterhalb eines bestimm- 
ten Schwellenwertes, wird er durch andere Wirkstoffkomponenten 
abgeschwacht, so daB sich Pilzmycel noch schwach entwickeln kann und 
die Entstehung der kontinuierlichen Hemmzone zuliBt. Es konnte 
festgestellt werden, daB mit zunehmender Farbstoff- und Fluorescenz- 
komponentenzahl eine Verringerung der antibiotischen Wirksamkeit 
eintrat. Die Hemmeffekt-auslésenden Komponenten konnten festgehalten 
werden. 
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Die Inaktivierung des Oxydationsvermégens von 
Nitrobacter winogradskyi Buch. 


Von 
G. SEELER und H. ENGEL 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 25. Marz 1959) 


Die Zellen von Nitrobacter winogradskyi erleiden vom Zeitpunkt der 
Substratersch6pfung an eine zunehmende Inaktivierung ihrer Fahigkeit, 
Nitrit zu oxydieren (StTUVEN u. ENGEL 1956). Sogleich nach Beendigung 
der Oxydation erfolgt offenbar ein Abbau des nitritoxydierenden Enzyms. 
Zur vollstaindigen Enzymreaktivierung ist dann auBer Nitrit auch die 
Gegenwart von CO, unerlaBlich. 

Unsere damaligen Beobachtungen waren jedoch mehr beilaufig. Es 
fehlte eine BezugsgroBe, die es erlaubt hatte, quantitative Aussagen 
iiber das Phanomen der Inaktivierung zu machen. Wir nahmen daher 
die Untersuchungen wieder auf mit dem besonderen Ziel, eine brauch- 
bare BezugsgréBe zu finden. Nach langeren Vorversuchen zeigte sich, 
daB weder die Bestimmung des Proteingehaltes der Zellen durch colori- 
metrische Auswertung der Biuretreaktion, noch die colorimetrische Be- 
stimmung des Gesamtphosphates fiir geringe Nitrobacter-Mengen aus- 
reichend erschien. Es blieb nichts anderes iibrig, als die Zellmenge durch 
direkte mikroskopische Ausziéhlung zu ermitteln. Die Bezugnahme der 
Oxydationsaktivitét auf die Ninzelzelle zeigte dann eindeutig den 
Aktivitatsverlust untitiger Nitrobacter-Kulturen. Uber diese Beobach- 
tungen soll im folgenden berichtet werden. 


Methoden 


Als Bakterienstamm diente die in unserem Institut vorratige Reinkultur von 
Nitrobacter winogradskyi. Die zu den Versuchen herangezogenen Stammkulturen 
wurden laufend sowohl mikroskopisch als auch durch Uberimpfen auf Hefewasser- 
Bouillon auf Reinheit gepriift. Die Nahrlésung war die von Encx u. Mitarb. (1954) 
benutzte. Die Oxydationsaktivitat der Bakterien wurde manometrisch nach der 
Warburg-Technik durch Messung des O,-Verbrauchs bestimmt. 

Die Bestimmung der Zellmenge sei etwas eingehender geschildert, da direkte 
mikroskopische Auszihlungen von Nitrobacter bisher nicht durchgefiihrt worden 
sind. Die Kleinheit der Zellen lieB die Anwendung der gebrauchlichen Zahlkammern 
nicht zu. So wurde die Membranfilter-Methode nach Jannascu (1953) aufgegriffen 


und zweckentsprechend modifiziert. 
26* 
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Mit dem Unterteil des Coli-5-Gerites der Membranfilter- Gesellschaft, Gottingen, 
wurde ein versilberter Messingzylinder mit 6 Langsbohrungen von je 9,0mm 2% 
und einem Fassungsvermégen von je 5 ml verbunden. Dieser Aufsatz stand mit 
seiner planen Unterflache auf dem Membranfilter (,,fein‘*). Dieses ruhte wiederum 
auf einer Lage von 4 glatten Papierfiltern, und darunter befand sich die Glasfilter- 
platte G 2 (Schott & Gen.). 

Zu den Bakteriensuspensionen wurde zwecks Konservierung 1/1) iares Volumens 
35°/,iges Formol hinzugefiigt. Sie wurden dann quantitativ in einen geeichten 
Mischzylinder iiberfithrt und dort zur Lésung des mineralischen Niederschlages mit 
1/,, ihres urspriinglichen Volumens an etwa 18°/,iger HCl versetzt. AuBerdem wurde 
noch so viel bakterienfrei filtriertes Aqua dest. hinzugefiigt, bis der angestrebte 
Verdiinnungsgrad erreicht worden war. Dieser mute auf den Membranfiltern in 
Vorversuchen ermittelt werden. Aus einer solchen Suspensionsprobe bekannter 
Verdiinnung wurden jeweils 5 ml in eine der Bohrungen gebracht und gegebenenfalls 
unbenutzte Bohrungen verschlossen. 

Nach dem Absaugen, Waschen und Trocknen gema8 den Angaben von J ANNASCH 
wurde das Membranfilter mit der bakterienfreien Seite 15 min auf schwach damp- 
fendes Fuchsin nach CzaPpLEwsky (JANKE 1946) gelegt, danach 2 min auf Aqua 
dest., um dann wiederum getrocknet zu werden. 

Aus der Filterflache wurden schmale Streifen herausgeschnitten und nach den 
Angaben von JANNASCH in Immersionsél eingebettet. Zu einer guten Erkennbarkeit 
der Nitrobacterzellen kam es nur bei Anwendung des Phasenkontrastverfahrens. 
Von der 63,60 mm? Filterflache einer Bohrung wurden mindestens 0,0676 mm? 
ausgezahlt. Das entsprach einer Zahl von >10* Zellen. 

Voraussetzung fiir eine zahlfahige Verteilung von Nitrobacter ist das Schiitteln der 
Kulturkolben wahrend der Anzucht. Dies verhindert die Bildung diinn ausgebreite- 
ter Zellhautchen auf der Oberflaiche der Nahrlésung und. ebenso die von gréBeren 
Kolonien im anorganischen Niederschlag. Da aber taglich nur ein- bis zweimal 
umgeschiittelt werden konnte, sind die Ergebnisse der Zahlung mit Fehlern bis zu 
10°/, behaftet. 


Experimenteller Teil + 


1. Der Aktivitdtsverlust von Nitrobacter mit zunehmender 
Zellruhe 


Fiir diese Versuche war es notwendig, Zellsuspensionen zu verwenden, 
die zur Prifung ihrer Aktivitaét in gewissen Zeitabsténden ein und der- 
selben Anzuchtkultur zu entnehmen waren. An den einzelnen Beobach- 
tungsterminen wurde dazu jeweils demselben Anzuchtkolben (1 1 
Erlenmeyer mit 270 ml Naihrlésung) das erforderliche Volumen an Zell- 
suspension (50 ml) entnommen, um damit die Ansaitze des Warburg- 
Versuches und die Zihlung der Bakterien durchfiihren zu kénnen. Diese 
Probeentnahmen folgten einander mit 20—50 Std Abstand. Unter dem 
Alter einer solchen Probe ist im folgenden derjenige Zeitraum zu ver- 
stehen, der von der Beimpfung des Anzuchtkolbens bis zum Beginn der 
manometrischen Untersuchung der Probe verstrichen war. 

Bei der ersten Serie von Versuchen dieser Art war die zuerst ent- 
nommene Zellsuspension zu Beginn der manometrischen Messung 186 Std 
alt. Sie enthielt noch Nitrit. Die zweite darauf folgende Probe hatte bei 
MeBbeginn ein Alter von 205,5 Std. Jetzt war kein Nitrit mehr nach- 
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weisbar. Die nachstfolgenden Proben waren 235, 283 und 330 Std alt 
(siehe Abb. 1). Es handelte sich somit bei allen 5 Proben um relativ junge 
Zellsuspensionen, von denen sich 4 bereits im Zustand zunehmender 
Oxydationsruhe befanden. 

Bei der zweiten Versuchsserie dieser Art war die erste, einem anderen 
Anzuchtkolben entnommene Zellsuspension 360 Std alt, die zweite 
411,5 Std. 


Der Hauptraum des ReaktionsgefaBes eines jeden Warburg-Ansatzes wurde mit 
3 ml Bakteriensuspension beschickt. Dazu kamen 0,3 ml Nitritlésung (11 g NaNO,, 
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Abb.1. Die Inaktivierung des Oxydationsvermégens der BHinzelzelle von Nitrobacter mit zunehmender 
Zellruhe. Die Werte fiir 1 O,/Std/Zelle sind mit 10~* zu multiplizieren 


gelést in 11 0,01 Mol/l KH,PO,-Puffer von px 7,9), entsprechend einer definitiven 
Nitritkonzentration im Reaktionsgefa& von 1 mg/ml. Die Seitenbirne erhielt 
0,1 ml KOH (100 g/l). Die Nitritoxydation fand somit in Abwesenheit von CO, statt. 
Das Fehlen von CO, wirkte sich wahrend der maximal nur 7 Std dauernden manome- 
trischen Messungen nicht nachteilig aus. Die Temperatur des Wasserbades betrug 
30°C, die Schiittelfrequenz der ReaktionsgefaBe 80 Schwingungen/min. 

Die endogene Atmung der Zellsuspensionen in den Ansatzen war so 
geringfiigig, daB sie nicht beriicksichtigt zu werden brauchte. Die Ergeb- 
nisse der beiden Versuchsserien sind in Abb.1 zusammengestellt. In ihr 
ist die Oxydationsleistung (in Mikroliter O,/Std) als Ordinate, das Alter 
der Zellsuspensionen als Abszisse aufgetragen. Die erstmalig fiir Nitrobacter 
durchgefiihrte direkte mikroskopische Zihlung der Zellen erméglichte 
es, fiir jeden Ansatz die Zellzahl je ReaktionsgefaB und die daraus be- 
rechnete durchschnittliche Oxydationsleistung der Einzelzelle anzugeben. 

Wie Abb.1 erkennen 1a8t, war bei der ersten Versuchsserie im Zeit- 
punkt 186 Std die maximale Zellzahl noch nicht erreicht. Die Bakterien 
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im Anzuchtkolben waren somit noch in der Vermehrung begriffen. Damit 
stimmte iiberein, daB das Nitrit noch nicht ersch6pft war. Im Zeitpunkt 
205,5 Std (zweite Probeentnahme) war jedoch das Maximum der Zell- 
menge mit etwa 92 - 10° Zellen erreicht, entsprechend der totalen Sub- 
straterschépfung. Diese Héchstzahl blieb dann bis zum Ende der Ver- 
suchsserie bei 330 Std praktisch konstant. In Abb.1 wurden daher nur 
die ersten Werte eingetragen. 

Entsprechend der Zunahme der Bakterienmenge im Anzuchtkolben 
von der ersten bis zur zweiten Probeentnahme stieg auch die Oxydations- 
leistung des EinzelgeféBes noch betrachtlich an. Danach setzte ein zu- 
nichst rascher, dann sich verlangsamender und schlieBlich fast gleich 
bleibender Abfall des O,-Verbrauches ein, obwohl die entsprechenden 
Warburg-Ansatze stets die gleiche Bakterien- und Substratmenge ent- 
hielten. Daraus folgt, daB die Zellen im Anzuchtkolben nach Erschépfung 
des Nitrits einen Verlust an aktionsfahigem Enzym erleiden, der durch 
Oxydation von neuem Substrat nicht riickgangig gemacht werden kann, 
wenn CO, nicht zugegen ist. 

Der Verlust setzte sich in der zweiten Versuchsserie fort, die man 
ohne einen gréBeren Fehler zu begehen, als Fortsetzung der ersten 
betrachten kann. Die Ansatze enthielten namlich mit rund 93 - 10® Zellen 
praktisch die gleiche Bakterienmenge, und die Oxydationswerte schlos- 
sen sich gut denen der ersten Serie an. Die Zellen waren lediglich Alter. 

Das Maximum der GefaBleistung wurde mit 19 wl O,/Std bei 205,5 Std 
erreicht. Es ist méglich, da es einige Stunden friiher oder spater einen 
noch héheren Wert hatte. Am Ende der zweiten Versuchsserie war die 
GefaBleistung auf 6,9 ul O,/Std gesunken. Das bedeutete einen Aktivi- 
tatsabfall seit dem Maximum von fast 64°/,. 

Bezogen auf die Leistung der Einzelzelle war die EinbuBe iiber beide 
Versuchsserien hinweg noch gréBer. Sie fiel von der ersten Probeent- 
nahme bei 186 Std bis zur letzten bei 411 Std um etwa 74°/,. Zu Beginn 
betrug die Oxydationsleistung des Einzelindividuums etwa 28 - 10-8 yl 
O,/Std. Das entsprach der Oxydation von 2,5 - 10-8 wMol NaNO,/Std. 
Am Ende der zweiten Versuchsserie brachte es die Einzelzelle zu einer 
Stundenleistung von nur noch 7,4 + 10-8 wl Og. 

Obwohl sich die Zahl der Zellen in dem Anzuchtkolben von der ersten 
bis zur zweiten Probeentnahme noch vergr6Rerte, fiel die Aktivitat der 
Kinzelzelle als Folge der Substraterschépfung bereits um fast 28°/) ab. 
Der Aktivititsverlust setzte somit bereits ein, bevor das Wachstum der 
Kultur beendet war, d.h. in der abklingenden logarithmischen Phase des 
Wachstums. 

Daraus geht hervor, daB der Gesamtverlust an Aktivitat noch gréBer 
war als 74°/,, wenn wir ihn auf die Leistung der Zelle in der logarith- 
mischen Phase des Wachstums beziehen kénnten. Die Periode der 
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uneingeschrankten Zellvermehrung war sicher auch die Zeit der maximalen 
Oxydationstatigkeit der Einzelzelle (ENGEL 1930). Sie war bei 186 Std 
vermutlich wenige Stunden iiberschritten, da die Zahl der Zellen erst 
60°/, der endgiiltig erreichten betrug. Jedenfalls geht aus diesen Ver- 
suchen die fortschreitende Inaktivierung des nitritoxydierenden Enzym- 
systems untatiger Nitrobacter-Zellen eindeutig hervor. 

Man kann ausrechnen, da8 unter den gegebenen Anzuchtbedingungen 
die bei der Oxydation von 1 mg NaNO, zu Nitrat frei werdende Energie 
die Entwicklung von etwa 3 - 10’ Nitrobacter-Zellen erméglichte, die sich 
dann in 1 ml der ausnitrifizierten Kultur befanden. 


2. Die Reaktivierung von Nitrobacter 


Nach dem Verlauf der oben gebrachten Kurven war vorauszusehen, 
daB das AusmaB der Inaktivierung von Nitrobacter mit zunehmendem 
Alter der Anzuchtkultur noch gréBer wird. Um hieriiber sowie tiber das 
Reaktivierungsvermogen der Zellen GewiSheit zu bekommen, wurde der 
folgende Versuch angestellt. Bei diesem unterblieb die mikroskopische 
Auszihlung der Zellen. Dafiir wurde der zeitliche Verlauf der Nitrit- 
oxydation bestimmt. 

Die Zellsuspension wurde einem Anzuchtkolben entnommen, der schon 
seit 3 Monaten nitritfrei war. Zum Vergleich diente eine Kultur, die ihre 
Oxydation erst vor 2 Tagen eingestellt hatte. Vor Einbringen in die 
ReaktionsgefiBe wurden die Zellsuspensionen durch Zentrifugieren auf 
das Fiinffache ihrer urspriinglichen Dichte gebracht. Die Zellmenge in 
jedem Ansatz war somit etwa 5mal so grof wie in den oben beschriebenen 
Versuchsserien. 


Der Hauptraum des ReaktionsgefaSes erhielt wieder 3 ml Bakteriensuspension, 
ferner 0,5 ml NaNO,-Lésung (8 g/l), entsprechend 4mg NaNO,, sowie 0,5 ml 
NaHCO,-Lésung (80 g/l). Die Endkonzentration an Nitrit in den Warburg-GefaBen 


betrug somit wiederum 1 mg/ml. 
Die ohne CO, oxydierenden Ansitze enthielten im Hauptraum an Stelle der 


NaHCO,-Lésung 0,4 ml Aqua dest. und im Mitteleinsatz 0,1 ml KOH (50 g/l). Jeder 
der 3 Warburg -Versuche wurde mit 4—5 ParallelgefaBen durchgefiihrt. 

Das in Abb.2 dargestellte Ergebnis zeigt klar die Folgen der langen 
Ruhe der Zellen. Wahrend die Zellsuspensionen mit nur 2tagiger Ruhe 
die vorgelegte Nitritmenge in etwa 15 Std oxydierten, brauchten die 
Suspensionen aus den vor 3 Monaten zur Ruhe gekommenen Kulturen 
trotz gleicher Zelldichte etwa 75 Std dazu, wenn ihnen CO, zur Verfiigung 
stand. Die Nitritoxydation erfolgte in beiden Fallen progressiv zuneh- 
mend. Das konnte sowohl durch Enzymreaktivierung in noch intakten, 
als auch durch Enzymbildung in sich vermehrenden Zellen bedingt 
sein. Wahrscheinlich trifft die erste Annahme zu, da die Vermehrungs- 
rate von Nitrobacter anfanglich immer sehr gering ist. Wir werden 
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auf die Frage, ob hier Enzymreaktivierung oder Zellvermehrung vor- 
liegt, in den SchluBbetrachtungen noch zuriickkommen. 

Die 3 Monate alten Zellsuspensionen bendtigten eine lange lag-Periode, 
um sich zu erholen. Fehlte CO,, trat kaum eine Erholung ein. Die den 
Zellen verbliebene Restaktivitét war so gering, da& am Ende des Ver- 
suches erst 4/,) der vorgelegten Nitritmenge oxydiert worden war. Die 


2 Tage ausmitrifiziert 
Reaktivierung mi C02 


SReakhvierung 


mit C02 
ohne C02 {atau 


3 Monate 
ausnitrifiziert 
\ 


0 7) 20 50 40 50 60 70 b0h 


Abb.2. Die Reaktivierung des Oxydationsvermégens von Nitrobacter nach kurzer und langer Zellruhe 


leichte Abkriimmung der Kurve la8t erkennen, da sich die Aktivitat 
laufend weiter verminderte. Vermutlich war sie noch geringer als fest- 
gestellt wurde, da zu Beginn des Versuchs eine gewisse Reaktivierung 
durch CO,-Reste in den Suspensionen der ReaktionsgefiBe méglich war. 


SchluBbetrachtungen 


Das Schwinden des Oxydationsvermégens von Nitrobacter nach Auf- 
héren der Nitritoxydation haben wir durch Inaktivierung des betreffen- 
den Enzymsystems erklart. Es ist jedoch auch eine andere Deutung 
moglich: Es kénnte sein, daf die Zellen nach Erschépfung ihrer spezi- 
fischen Energiequelle zugrunde gehen. Die in Abb.1 gegebene Inakti- 
vierungskurve ware danach eine Absterbekurve. Die Reaktivierung in 
Gegenwart von CO, nach erneuter Nitritgabe ware Zellvermehrung und 
die betreffenden Kurven in Abb. 2 echte Wachstumskurven. 

Gegen diese Deutung sprechen jedoch die Vorginge in der Anzucht- 
kultur vom ersten Warburg-Versuch bei 186 Std bis zum zweiten bei 
205,5 Std (Abb.1). In diesem Zeitraum fallt die Aktivitat der Einzel- 
zelle bereits stark ab, wahrend die Zahl der Zellen noch betrachtlich 
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zunimmt. Der Aktivitaétsabfall kann somit nicht dadurch erklart 
werden, da sich unter den gezihlten Zellen bereits zahlreiche ab- 
gestorbene befanden. 

Nach Erschopfung des Substrats (etwa bei 205,5 Std) verminderte 
sich die Aktivitat der Zellen weiter, jedoch langsamer als vorher. Aber 
gerade jetzt hatte die Sterblichkeit der Zellen infolge Aushungerung 
progressiv zu- und nicht abnehmen miissen. Da das nicht der Fall war, 
konnte hier kein Ausfall von Zellen vorliegen, sondern es mufte sich 
in der Hauptsache um eine Enzyminaktivierung in intakten Zellen 
handeln. 

Auch die Langlebigkeit von Nitrobacter in seiner ausnitrifizierten Nahr- 
lésung kann hier als Argument fiir unsere Auffassung herangezogen 
werden. Abimpfungen aus einer 3 Monate alten, ausnitrifizierten Kultur 
fiihren nach unseren Erfahrungen stets zu lebenden Tochterkulturen. 
Selbst aus Kulturen, die 1—2 Jahre gehungert hatten, gelang die Ab- 
impfung (BOMEKE 1939/1948). 

Da8B die Kulturen nicht absterben, ergibt sich aus der Zunahme des 
Quotienten N oxydiert/C assimiliert (BOmEKE 1954). Offenbar verlieren 
die hungernden Zellen durch endogene Atmung ganz allmahlich orga- 
nisch gebundenen C. Das ware nicht moéglich, wenn sie bald nach Sub- 
straterschépfung zugrunde gehen. 

Aktivierungs- und Inaktivierungserscheinungen sind bei den Bakte- 
rien durchaus nicht selten. Als Adaptation und Desadaptation sind sie viel- 
faltig bekannt. Bei Nitrobacter lat sich in der tiblichen Weise nicht 
prifen, ob sein nitritoxydierendes Enzym adaptiv ist, da er sich auf 
kein anderes Substrat umstellen laBt, und deshalb immer mit Nitrit 
angezogen werden mu. Nitrit ist die einzige bekannte Energiequelle. 
Die von uns erhaltene Inaktivierungskurve spricht fiir ein adaptives 
Enzym. Der umgekehrte Vorgang, die von zahlreichen Bakterienarten 
durchgefiihrte Reduktion von Nitrat zu Nitrit, ist jedenfalls stets an 
adaptive Enzyme gebunden. 


Zusammenfassung 


1. Ruhende Kulturen von Nitrobacter winogradskyi verlieren schnell 
ihr Oxydationsvermégen fiir Nitrit. 

2. Kine Reaktivierung allein durch Anbieten von Nitrit und Oxydation 
desselben ist nicht méglich. 

3. Erst wenn auBerdem CO, geboten wird, so daB die Kulturen assimi- 
lieren kénnen, kehrt das Oxydationsvermégen zuriick. 


Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft durchgefiihrt. Wir danken Herrn P. Micuen fiir seine Mithilfe bei den 
Reaktivierungsversuchen. 
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Studies on the Germination of Spores of Aspergillus niger 
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The germination of spores of microorganisms has been studied in 
detail with reference to bacterial spores (HaLvoRson and CuurcH 1957). 
Information regarding the germination of mold spores is, however, 
incomplete. Under certain conditions, the germination of mold spores is 
known to be induced. 


The investigations of SHEAR and Doves (1927), Gopparp (1935, 1939) and 
GopDARD and SmirTH (1938) established that heat treatment of the ascospores of 
Neurospora resulted in activation. There was a large increase in respiration (GoD- 
DARD 1935), and latent carboxylase was believed to be activated (GopDARD and 
SmitH 1938). Apart from heat treatment, GoppARD (1938) showed that acet- 
aldehyde and ethanol were able to induce a large increase in QO, of dormant spores 
of Neurospora, but that this increase was of short duration and these substances 
did not help in germination. The activation of Newrospora spores can also be 
brought about by certain other chemicals, such as furfural (EMERSON 1948; Mur- 
FERD and CaMPRELL 1951; SussmAN 1954) and some of its heterocyclic derivatives 
(SussMAN 1953). 

Terutr and Mocurzuxt (1955) have shown that glucose and phosphate promote 
respiration in spores of Aspergillus oryzae. 

Yawnaaita (1957) made a detailed study of certain biochemical aspects of the 
germination of the conidiospores of A. niger. The spores failed to germinate in 
water, but germinated completely in the presence of glucose, phosphate and L- 
alanine, without the formation of mycelium. The germination was shown to occur 
in three phases—endogenous swelling, exogenous swelling, and sprouting. HaLBs- 
GutTH and RupoxrH (1959) have shown that the sporangiospores of Phycomyces 
blakesleeanus can be heat-activated, leading to increased respiratory activity. The 
activated spores can be inactivated and reactivated. 

Under certain other conditions, the germination of mold spores is 
inhibited. 

The depressing effect of copper sulfate and mercuric chloride on the oxygen 
uptake and germination of spores of Monilina (Sclerotina) fructicola and other 
‘species was investigated by Yopmr (1953). The inhibiting effect of certain nitro- 
phenols on the oxygen uptake of spores of Myrothecium verrucaria has been reported 
by Surrk and Byrenez (1951). Gopparp (1938) observed that by treating the 
spores of Neurospora with iodoacetate or iodoacetamide all germination was pre- 
vented without greatly inhibiting the increase in respiration. McCaLnan, MILLER 
and WEED (1954) studied the comparative effect of fungicides on oxygen uptake 


396 -G. M. Boarnacar and P. 8. KrisHNAN: 


and germination of mold spores. They found that germination was a more sensitive 
measure of toxicity than oxygen uptake. Of various fungal spores tested those of 
Aspergillus niger were the least sensitive. GotpswortHy and GREENE (1936) showed 
that copper is not absorbed by conidia of Sclerotina fructicola until germination 
begins. Lowry et al. (1957) and SussMAN et al. (1958) have shown that cations are 
adsorbed by the surface of dormant spores of Neurospora but that they gain access 
inside only during germination. Sussman et al. (1958) studied the effect on Neu- 
rospora spores of various acids such as hydrofluoric, hydrozoic and fluoroacetic 
acid and respiratory inhibitors, such as cyanide, fluoride, azide, and cysteine. 


The experiments reported in this communication relate to oxygen 
uptake measurements during the germination of the giant spores of 
Aspergillus niger in a synthetic medium under different cultural condi- 
tions. The studies include heat activation, effect of alteration of the px of 
growth medium and supplementation with spore extract, amino acids 
and inorganic ions. Specific inhibitors have been incorporated into the 
medium with a view to ascertaining the pathways of metabolism in the 
germinating spores. The effect of supplementing with metaphosphates of 
varying molecular complexity has also been investigated. 


Materials and Methods 


All the studies were carried out on A. niger NRRL 599. Stocks cultures were 
obtained from National Chemical Laboratory, Poona, India, and were maintained 
on potato-dextrose-agar slants. 

For collection of spores the mold was grown on potato-dextrose-agar medium in 
several large Petri dishes. On the sixth day after inoculation the spores were collected 
by means of suction as described by McCaLuan and Wri.coxin (1936). The spore 
suspension was filtered by gravity through Whatman No. 1 paper, the material 
washed several times in the cold with distilled water and allowed to drain overnight 
in cold. The spore wash, which was dark brown in colour, was stored at —18°C. 
for further experiments. The spore mass was dried over calcium chloride, invacuo, 
in the cold. The dried spores were stored at about 5°C. and were used over a period 
of several months. 

The basal growth medium used in the experiments had the following compo- 
sition per 250 ml.: sucrose 30 g.; (NH,).SO, 500 mg.; NH,NO; 500 mg. ; KH,PO, 
500 mg.; MgSO,:7H,O 125 mg.; ZnSO,-7H,O 2.5 mg.; MnSO,-4H,0 0.25 mg. 
and FeSO,-7H,O 0.125 mg. Double distilled water was used in making up the 
solutions. The py of the medium was 4 in many of the experiments, in others it was 
lowered to 2 by the addition of HCl. An impoverished medium was obtained by 
excluding Zn*+, Mn++, and Fe++ salts from the basal medium, and adjusting to px 2. 

The germination of spores was followed by measuring the uptake of oxygen in 
a conventional Warburg manometer, at 37°C. Qualitative studies were also carried 
out by microscopic examination of the spores. For manometric estimation 10 mg. 
samples of the dry spores were weighed into Warburg flasks and suspended in the 
appropriate fluid with a total volume of 2 ml. The central well contained “KOH- 
paper” in 0.2 ml. alkali. Readings were taken at intervals of 1 hour for 9 hours 
period on the first day. The manometer was allowed to remain overnight in the 
thermostat bath, without agitation, and with the stop cock open to the atmosphere. 
The next day the stop cock was closed, and agitation and manometric measurements 
resumed for 9 hours. The observations were usually concluded 32 hours after the 
initial inoculation but in some cases they were continued for a third day. 
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For heat-activation the spores were suspended in about 100 parts of water and 
kept stirred for 15 minutes in a thermostat at the appropriate temperature. 

In certain experiments 100 mg. of spores were suspended in 20 ml. medium, 
heated for 15 minutes at 60°C. cooled and agitated in a Gump shaker overnight. 
Aliquots of the suspension of the partially germinated spores were transferred to 
the Warburg cups and the oxygen uptake measurements made. 


Experimental Results 


1. Endogenous respiration of spores 


The spores were suspended in 2 ml. water or 0.2 m phosphate buffer, 
of py 6 and py 7, and observation of oxygen uptake was carried out over 
a period of two days. Typical data are recorded in Table 1. As seen from 


Table 1. Hndogenous respiration of spores 


Phosphate buffer 


Day/hour pH 6.0 pH 7.0 Water 


fl. oxygen absorbed 


First day/first 9 hours 59 110 53 
Second day/24th to 32nd hour 32 53 33 
Fall in uptake on the second day 46°/) 53°/, 38°/, 


the above data the endogenous respiration of spores suspended in water 
or phosphate buffer was of a very low order and fell appreciably on the 
second day. 

2. Influence of spore wash on the germination of spores 


The above experiments were repeated by suspending the spores in the 
wash solution obtained during the harvesting of the spores. The oxygen 
uptake was of the same order as with water and showed a drop of 44°/, 
during the 9 hours observation period on the second day. 


3. Respiration of spores in basal medium 


The medium used had a px of 4. The oxygen absorption data are 
plotted in Fig.1. As will be seen from the graph, the oxygen uptake 
proceeded at a more or less steady, but very slow, rate on the first day. 
However, on the second day there was a steep rise in the curve indicating 
a progressive increase in the rate of respiration. The pattern and the 
amount of uptake of oxygen were practically the same when 2 ml. of the 
basal medium was replaced by 1 ml. medium plus 1 ml. water. Calculation 
of the total uptake during the 9 hours period on the first day showed that 
the respiratory activity (141—172 wl. oxygen) was higher than the 
endogenous respiration in water (53 ul. oxygen). The uptake during the 
9 hours observation period on the second day was 8- to 9-fold that on the 
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A blank experiment with uninoculated sucrose medium was found not 
to absorb oxygen, indicating that the uptake in the experimental flasks 
was essentially due to the metabolism of the spores and not due to 
microbial contamination. 

When the oxygen absorption measurements were continued for the 
third day, the rate of respiration per hour was less than that at the end 
of second day; also the slope of the 
curve obtained by plotting oxygen 
uptake against time was less steep. 

Microscopic examination at the end 
of 32 hours revealed that there was 
a heavy formation of hyphae, with a 
certain proportion of ungerminated 
spores. 


4. Influence of high 
concentration of phosphate on the 
respiratory activity of spores 


In this experiment the suspending 
fluid for spores consisted of 1 ml. 
each of sucrose medium at pp 4 mixed 
with 1 ml. each of 0.02 m phosphate 
buffer having a px of 8.0, 7.5, 7.0, 
6.5 and 6.0. The oxygen uptake was 
followed during 9 hours period on 


ee ee ha ; 
Tine (hr)/day two successive days. In all cases the 


Figure 1. Oxygen uptake by the spores of oxygen uptake on the first day was 
Aspergillus niger growing in basal medium. > 


oc uptake of the oxygen on first day higher than in the control experiment 


° 


(first 9 hr.); x xuptake on the second : a . 
day (24th to 32 nd hr.); « « uptake which consisted of 1 ml. medium 
on the third day (44th to 50th hr.) plus 1ml. water. The addition of 


phosphate buffer px 8, resulting in 
a final py of 7.4 of the incubation medium, was characterized by the 
fact that though the respiration was moderately accelerated on the first 
day, it was practically completely suppressed on the second day. The 
addition of buffer pp 7.5 resulted in maximum uptake on the first day, 
but this was reduced one-sixth on the second day. A drop, which was 
not so marked, was observed also when phosphate buffer of py 7.0 was 
used. However, use of phosphate buffers at px 6.5 and 6.0 led to 
continued respiration on the second day, at a level higher than on the 
first day. This level was however lower than that obtained with 
sucrose medium in the control experiment on the second day. 
Microscopic examination, at the end of 32 hours showed that the 
growth was best in the control flask, that it was fair in the flask which 
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received supplement of buffer at py 6.5 and 6.0 whereas there was very 
little growth when buffers at px 8.0, 7.5 and 7.0 were used. 


5. Effect of supplementing basal sucrose medium 
with spore wash 


The spores were suspended in a solution consisting of 1 ml. basal 


medium plus 1 ml. of the spore wash (py 4.8). The data for the oxygen 
uptake are recorded in Table 3. They show that the addition of spore 


Table 2. Influence of phosphate on oxygen uptake 


1 ml. sucrose medium + 1 ml. of 0.02 m phosphate at 


Control 


1 ml. 
sucrose pH PH DH DH —. DE 
Day/hour medium 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 
+1ml. 


water 


“ul. oxygen consumed 


First day/first 9 hours 219 647 1032 1029 552 345 
Second day/24th to 32nd 
hour 1785 0 171 409 1619 1437 


pu of the system at the 
commencement of incu- 
bation 4.0 7.40 W165 6.85 6.35 5.85 


Table 3. Effect on oxygen uptake of supplementing basal medium with spore wash 


Sucrose medium Sucrose medium 


Day/hour Spore wash Water 


“1. oxygen absorbed 


First day/first 9 hours 22, 220 
Second day/24th to 28th hour 215 724 
24th to 32nd hour 1943 1571 


wash exerted a marked stimulatory effect on the respiratory activity of 
the spores during the earlier period of the second day. The accelerating 
effect wore off subsequently. When 1 ml. of sucrose solution was mixed 
with 1 ml. of spore wash and incubated in the Warburg flask there was no 
significant oxygen uptake, indicating that in the absence of added spores 
there was no appreciable growth of microorganisms. 


6. Influence of supplementing basal medium with amino acids 

The incubation medium consisted of 1 ml. sucrose medium, of Pu 2, 
0.8 ml. water and 0.2 ml. of neutralized 1-10-2 m amino acid. The control 
flask contained no amino acid, but only sucrose medium and water. The 
data are recorded in Table 4. They show that cysteine exerted a 
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marked toxic effect; the other amino acids tested had a stimulatory 
effect on the respiration of the spores. A comparison with Table 2 would 
show that the oxygen uptake by spores in medium of px 2 was less than 
that in medium px 4. 


Table 4. Influence of amino acids on oxygen uptake 


wl. oxygen absorbed 


First day/first 9 hours Second day/28th to 36th hour 
Amino acid 7 
Control Exp. ae ae tion Control Exp. = bona 
ee ee ee 
f-alanine 105 133 25.7 548 648 24.8 
DL-alanine 142 v7 20.4 648 927 43.05 
DL-methionine 142 168 18.3 648 996 53.7 
L-cysteine- 
Hydrochloride 142 156 9.9 648 407 37.2°/, 
inhibition 
L-glutamice acid 105 119 10.34 696 830 19.3 


7. Heat-activation of spores 


These investigations were carried out both by measurements of growth 
and respiration. 

The spore suspension was heated at 60°C. for a period of 15, 30 and 60 minutes. 
One ml. aliquots from each treatment were inoculated into 10 ml. sterilized medium, 
of px 4, contained in each of five 25 ml. Erlenmeyer flasks. The untreated spore 
suspension served as control inoculum. At the end of 36 hours the culture derived 
from spores treated for 15 minutes showed a well formed mycelial pad. The mycelia 
were separately harvested, washed and dried to constant weight at 90°C. 


Table 5. Mycelial yield from heat-treated and unheated spores 


Total dry weight of mycelium 


Period of heating, minutes g./50 ml. medium 


Experiment 1 Experiment IL 
0 (control, no heating) 0.829 1.388 
15 1.224 1.797 
30 1.197 1.730 
60 0.906 1.662 


The yields of mycelium in terms of 50 ml. medium are recorded in 
Table 5. It is clear from the table that heat treatment of spores stimulated 
formation of mycelial material and that the maximum activation resulted 
from 15 minutes exposure. 

Oxygen uptake by heat-activated spores: One ml. of the 
heat-treated suspension of spore was added to 1 ml. of basal medium 
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(pu 2). The untreated spore suspension served as control. The analytical 
data are given in Table 6. The data show that the oxygen uptake by the 
heat-treated spores was stimulated over three-fold on the second day. 

The following series of experiments (8, 9, 10 and 11) were performed 
on heat-treated spores. 


Table 6. Oxygen uptake by heat-activated spores 


Oxygen absorbed in pl. 


Day/hour 
Heated spores | Unheated spores 
First day/first 9 hours 84 60 
Second day/24th to 32nd hour 2565 765 


One hundred mg. of dried spores were mixed with 20 ml. impoverished medium, 
devoid of Fe+*+, Zn++ and Mn*+, at py 2, and heated for 15 minutes at 60°C. The 
suspension was agitated for 28 hours in a Gump shaker. At the end of this period 
1.8 ml. aliquots of the partially germinated spore suspension were pipetted into 
Warburg flasks, test substances added in a total volume of 0.2 ml. and the oxygen 
uptake measured. 


8. Effect of supplementing amino acids on heat-treated spores 
growing inimpoverished medium 

The inhibitory effect of cysteine was very marked when added to 
heat-treated spores germinating in the impoverished medium. The 
stimulatory effect of the other amino acids, although still observable, was 
of a lower degree than in the case of the untreated spores germinating in 
the complete medium. The addition of glutathione did not bring about 
inhibition of respiration. 


9. Effect of supplementation of impoverished medium with Znt* 
Mn++ and Fett 
The salts were added singly or mixed together to give a final concen- 
tration of 1-10-2m and 1-10-*m. The oxygen uptake measurements 
showed that the trace metals exerted a slight stimulatory effect on the 
oxygen uptake by the germinating spores. 


10. Influence of metabolic inhibitors on the respiration of heat 
treated spores growing in impoverished medium 

The inhibitors tested were fluoride, cyanide, azide, arsenite, arsenate, 
malonic acid, iodoacetic acid and 2,4-dinitrophenol. The Warburg flasks 
contained 1.8 ml. of partially germinated spore suspension along with 
0.2 ml. of the various inhibitors. The control flasks contained water. The 
analytical data are given in Table 7. The data show that most of the 
metabolic inhibitors exerted a powerful toxic effect on the oxygen uptake 
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of spores germinating in impoverished medium. Malonic acid, however, 
was without any effect. The use of arsenite and arsenate in the basal 
medium also resulted in inhibition of oxygen uptake of germinating 
spores. 


Table 7. Influence on oxygen uptake by supplementing with metabolic inhibitors 
2S EE See 


wi. oxygen absorbed from 28th to 36th hour 


Test substance Experiment 
Control 
1-10-*m hie LOTF on 4-107 m 

Sodium fluoride 18 10 986 
Todoacetic acid 32 8 1029 
Sodium arsenate 575 114 1064 
Sodium arsenite 864 382 1064 
Malonic acid 1156 1105 1184 
Sodium azide 20 4 1072 
Potassium cyanide 15 6 1072 
2,4-dinitrophenol 10 14 1029 


11. Effect of metaphosphate on the respiratory activity of heat- 
treated spores growing in impoverished medium 

Metaphosphate samples of weight-average molecular weights 3400; 
5050; 10,250; 15,600 and 17,580 were tested for their effect on the 
respiration of partially germinated spores. The Warburg flasks contained 
1.8 ml. of spores suspension and 0.2 ml. metaphosphate 1-10-?m or 
1:10-§ m. There was no significant effect on the rate of respiration of 
heat-activated spores growing in impoverished medium at pp 2. In 
separate experiments metaphosphate was added to unheated spores 
germinating in basal medium, py 4; there was again no effect on the 
oxygen uptake. 


Discussion 


The technique adopted in the oxygen uptake measurements has been 
to inoculate a very large amount of spores into unsterilized medium. The 
medium had, in most of the experiments, a py of 4 or 2. Under these 
conditions it may be assumed that the respiratory activity was due to 
the spores of the particular strain of A. niger, and not due to contaminant 
microorganisms. In control experiments, using uninoculated media, 
there was no significant oxygen uptake. It has also to be borne in mind 
that the oxygen absorption measurements have been made under con- 
ditions where the carbondioxide of the environment was absorbed by the 
use of potassium hydroxide. 

When the dried spores of A. niger are suspended in water there is 
some oxygen uptake on the first day, but this diminishes considerably on 
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the second day. The inoculation of spores into the solution obtained by 
washing the spores with water does not increase the oxygen consumption 
over and above that in water nor does addition of phosphate to the 
aqueous suspension of spores lead to stimulation of respiration. The 
spores are thus unable to germinate at the expense of endogenous 
reserves even when supplemented with exogenous phosphates or material 
contained in spore wash. Rapid and continuously increasing uptake of 
oxygen ensues when the spores are suspended in a medium, hereafter 
referred to as basal medium, consisting of carbohydrate and inorganic 
macro- and micro-nutrients. Addition to this medium of high concentra- 
tions of phosphate, at final py 6.9 to 7.4, brings about an initial increase 
in the rate of oxygen uptake, but this is followed by a marked drop on 
the second day and failure to form hyphae. A sustained oxygen uptake 
leading to the formation of hyphae is promoted better when the py of the 
medium is adjusted to 4 instead of 2. When the spore wash is added to 
the partially germinated spores growing in the basal synthetic medium 
there is a temporary stimulation of oxygen uptake. The spore wash may 
be inferred to contain essential nutrient(s), but that the germinating 
spores are capable of synthesizing it (them). 

Heat activation is known amongst the bacterial (HALVORSON and 
CuurcH 1957) and mold spores (SHEAR et al. 1927; Gopparp 1935, 1939; 
HatpscutH and Rupoien 1959). Gopparp (1935) recognised three 
phases in the development of the ascospores of Newrospora- dormancy, 
activation and germination. He showed that activation by heat induces a 
large increase in the oxygen uptake (8 to 40 fold). The experiments 
reported in the present investigation show that the spores of A. niger 
respire faster and form more mycelial material, when subjected to mild 
heat-shock for 15 minutes at 60°C. 

The supplementation with pi-methionine and pi-alanine increases the 
oxygen uptake. This behaviour may be contrasted to that of bacterial 
spores, where germination is known to be markedly accelerated by L- 
alanine (Hatvorson and Cuurcn 1957). Addition of trace metals Fet++, 
Zn++ and Mn++ either singly or together, does not markedly affect the 
oxygen uptake under the conditions studied. 

The respiration of germinating spores is sensitive to metabolic 
inhibitors, cyanide, azide, fluoride, iodoacetate, 2,4-dinitrophenol, 
arsenate and arsenite. Both oxygen uptake and further germination are 
inhibited when these inhibitors are added to the partially germinated 
spores. Cysteine has a pronounced inhibitory effect especially in the case 
of the heat-activated spores. The almost total inhibition of respiration by 
iodoacetate and fluoride would indicate obligatory participation of 
Embden-Meyerhof-Parnas series of reactions before carbohydrate can be 


oxidized. JAGANNATHAN and SrnoH (1953) have demonstrated the 
ath 
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occurrence of the glycolytic enzymes in the mycelium of A. niger. 
Inhibition by arsenate is indicative of arsenolysis reactions and that by 
arsenite of oxidative decarboxylation. The inhibition of oxygen uptake 
in the presence of added cysteine, may be probably due to the inhibition 
of the condensing enzyme (RUBINSTEIN et al. 1953). The addition of 
glutathione, another-SH compound, does not have any toxic effect. 
Inhibition by cyanide and azide would indicate the operation of an iron 
containing electron transport system. The observation that toxicity of 
iodoacetate or of cysteine, added to ungerminated spore suspensions, is 
delayed until germination sets in, may be explained on the basis of cell 
permeability. Malonic acid, a specific inhibitor of succinic dehydrogenase 
is without effect. In view of the possibility of nonpenetration of cells by 
malonic acid, this experiment by itself cannot be decisive in indicating 
the non-operation of succinate oxidation system in germinating spores. 
DAMODARAN and RanGgacHarrt (1951) who found. evidence for the 
anaerobic dismutation of sugar during citric acid fermentation by 
A. niger, reported that succinoxidase system is probably non-functional. 


In view of the fact that metaphosphates contain high energy (YOSHIDA 
1955) and evidence is available to show that they are able to enter into 
transphosphorylation reaction (WINDER and DenNENy 1957), it is of 
interest to study the effect of adding metaphosphate to germinating 
spores. Since metaphosphate is known to occur in two forms, “Soluble” 
and ‘Insoluble’, based probably on the degree of polymerization, 
synthetic samples of metaphosphate of varying molecular weights have 
been tested. In no case however could a marked effect on respiration be 
detected. It may be pointed out that metaphosphates of high molecular 
weight will be unable to penetrate the cells. Also, the presence of phos- 
phatases, extracellular or intracellular, would lead to hydrolysis of the 
metaphosphates. 
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Summary 


1. Spores of A. niger respired feebly when suspended in water, phos- 
phate solution, or in an aqueous extract of spores. The rate respiration 
fell on the second day. 

2. When the spores were suspended in a synthetic sucrose medium 
supplemented with inorganic macro- and micro-elements, there was a 
rapid and continuously increasing uptake of oxygen. The respiratory rate 
was highest in a medium of py 4 and less at pq 2. Addition of extra 
phosphate resulting in a final pp of 6.9 to 7.4 led to an initial increase in 
oxygen uptake, to be followed by a sharp drop on the second day. 
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3. Spore extracts contained material which stimulated oxygen absorp- 
tion by partially germinated spores. 

4, Heating of spores at 60°C. for 15 min. accelerated the rate of 
respiration and hastened mycelium formation. 

5. Trace elements Fet*+, Zn++ and Mn*+*, led to a slight increase in 
the uptake of oxygen. 

6. pL-methionine and DL-alanine added to the partially germinated 
spores brought about increased uptake of oxygen. 

7. Metabolic inhibitors such as fluoride, iodoacetate, cyanide, azide, 
2,4-dinitrophenol, arsenite and arsenate had a powerful toxic action on 
the rate of respiration and germination of spores. The addition of malonic 
acid did not inhibit oxygen uptake. 

8. Cysteine, but not reduced glutathione, exerted a powerful toxic 
effect on the oxygen uptake by spores. 

9. The addition of metaphosphates of varying molecular weights did 
not lead to any significant alteration of the rate of oxygen uptake by the 
spores of A. niger. 
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Aus dem Hygienisch-Bakteriologischen Institut der Universitat Erlangen 


Pseudomonas fluorescens, ein Boden- und Wasserkeim 
IL. Antibiotische Wirkungen unter P. fluorescens-Stémmen 


Von 
KARL KLINGE 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 11. Mdrz 1959) 


Antibiotische Wirkungen werden nicht nur zwischen Bakterien 
beobachtet, die verschiedenen Spezies oder verschiedenen Genera 
angehéren, sondern auch innerhalb der gleichen Spezies, wie es FREDB- 
RICQ u. LEVINE (1947) an Stammen der Familie Enterobacteriaceae gezeigt 
haben. Die antibiotischen Wirkungen unter Z. coli-Stammen sind sehr aus- 
fiihrlich von Fré&p#RICQ (1948) untersucht worden; eine zusammen- 
fassende Darstellung der biologischen Eigenschaften der Colicine, die 
aus nucleinsaurefreien Lipo-Kohlenhydrat-Protein-Komplexen bestehen 
(GorRBEL, Barry, Jesattis u. MILiEerR 1955), wurde kirzlich von 
Frépéricg (1957) gegeben. Antibiotische Wirkungen unter Stammen 
einer Spezies wurden von KyEms (1955) auch bei Streptococcus faecalis 
gefunden. 

RoMFELD (1956) wies auf die Hamolysehemmung eines hamolytischen 
P. fluorescens-Stammes durch einen nicht haimolytischen P.fluworescens- 
Stamm und auf die Wachstumshemmung eines anderen P. flworescens- 
Stammes durch diesen himolytischen P. flworescens-Stamm; ROMFELD 
(1956) legte diese Wachstumshemmung als eine Wirkung des Hamolysins 
aus. — Wir haben jetzt die gegenseitige Wachstumshemmung syste- 
matisch untersucht und teilen die Ergebnisse der Untersuchung tiber 
die antibiotische Wirkung unter P. flworescens-Stammen mit. 


Material und Methoden 


25 P. fluorescens- und einige P. putida-Stimme wurden der von Knorr, Haas 
u. Kworr (1956) sowie Romrep (1957) angelegten Stammsammlung zur Unter- 
suchung der Bildung protostatisch-protozider Wirkstoffe entnommen. 2 P. fluor- 
escens-Stéamme mit der Bezeichnung S 851 und S 927, die aus Transfusions-Blut 
isoliert waren, wurden freundlicherweise von Herrn Dr. ORTH (Biotest-Serum-Insti- 
tut, Frankfurt) tiberlassen. Die physiologischen Kigenschaften dieser Stamme wurden 
in der vorhergehenden Arbeit beschrieben (KLINGE 1959). 

Von 3 P. fluorescens-Stammen aus der Stammsammlung haben wir 2 bzw. 3 Sub- 
kulturen untersucht, die zu verschiedenen Zeiten aus der Stammsammlung ent- 
nommen wurden und somit eine unterschiedliche Zahl von Kulturpassagen hinter 
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sich haben. Die Stémme mit der FuBnote 1 wurden wie die iibrigen Stamme aus der 
Stammsammlung entnommen; die Stimme mit der Fu8note 2 wurden jahrelang 
von mir sehr haufig tiberimpft und bereits bei der Gegeniiberstellung von Hamolyse 
und Hamoglobinabbau (Kirnex 1957) verwendet; die Staimme mit der Fub- 
note 3 wurden in unserem Institut separat von Herrn Dr. Dr. W. GRAF zur 
Gewinnung des protostatisch-protoziden Wirkstoffes (GRAF 1958) gehalten. Diese 
Staémme waren wahrend der Untersuchung durch Romrerp (1956) hamolytisch, 
haben aber teilweise nach zahlreichen Uberimpfungen zu verschiedener Zeit ihre 
hamolytische Eigenschaft eingebiiBt; sie unterscheiden sich durch verschiedene bio- 
chemische Kigenschaften, die mit Ausnahme der Himolyse im Laufe eines Jahres 
konstant blieben. Diese Staémme hatten folgende EKigenschaften: 


Bezeichnung | U 36, | U 36, | U 36; | U10, | U10, | U10; | R17, | R17; 
Hamolyse' so. % — — 4 
Fluorescinbildung . — — “= a He 
Laevanbildung. . . : + — “ as 24 
Saure aus Trehalose . — + + = =e He + aie 


Zum Nachweis der Hemmwirkung versuchten wir zuerst die von 
HEATLEY (1947) angegebene Methode, mit der an mehreren Stémmen 
die Bildung (cellophandurchgangiger) Hemmstoffe und die dagegen vor- 
handene Empfindlichkeit auf einer Agarplatte gepriift werden kénnen. 


Verschiedene P. fluworescens-Stémme wurden in parallelen Strichen auf eine 
Cellophanfolie geimpft, die auf Nahragar gelegt war. Nach 48 Std Bebriitung bei 
22° C wurden die Impfstriche mit einem Fettstift auf der Glasschale markiert, und 
danach wurde die Cellophanfolie mit den Kulturen entfernt. Die durch das Cello- 
phan in den Agar diffundierten Hemmstoffe konnten nach Beimpfung des Agars 
mit den Testbakterien (P. fluorescens) ihre Wirkung entfalten. Da die Testbakterien 
in parallelen Strichen im rechten Winkel zu den auf der Glasschale markierten 
Strichen geimpft waren, ist die Bildung eines Hemmstoffes am Fehlen des Wachs- 
tums an den Kreuzungsstellen erkennbar, wenn sich eine hemmsubstanzhaltige 
Agarzone und ein fiir die Hemmsubstanz empfindlicher Teststamm tiberschneiden. 


Diese Methode eignete sich jedoch nur zu einer Orientierung, da sich 
die P. fluorescens-Stamme — trotz mehrstiindigem Trocknen der Platten 
vor oder nach Auflegen des Cellophans — weit tiber den Impfstrich 
hinaus ausbreiteten und teilweise ineinanderflossen. AuBerdem kann bei 
dieser Methode, wie auch bei zeitlich aufeinanderfolgender Impfung der 
zu untersuchenden Stémme auf Agar ohne Folie, eine geringe Wachs- 
tumshemmung infolge von Nahrbodenerschépfung nie ganz ausgeschlos- 
sen werden. Wir griffen daher auf eine andere Methode zuriick, die von 
Frépirice u. Levine (1947) angegeben, von KyEms (1955) modifiziert 
wurde und sich bei uns gut bewahrt hat. 

Punktformig wurden 5 24 Std bei 22°C gewachsene P. flworescens-Bouillon- 
kulturen mit der Ose oder Pipettenspitze auf Nahragar in einer Petrischale (Durch- 


messer 8,5 cm) geimpft. Nach 48 Std Bebriitung bei 22° C erfolgte die Tétung der 
gewachsenen Kulturen. Dazu wurde Chloroform in den Deckel der Petrischalen 
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gegossen und die kulturenhaltige Schalenhalfte—mit der Kulturnach unten —darauf- 
gelegt; dann konnte der Chloroformdampf 60 min bei Zimmertemperatur auf die 
Kulturen einwirken. AnschlieBend wurde das restliche Chloroform aus dem Deckel 
entfernt, und beide Schalenhalften wurden mit der Offnung nach oben zur Verdun- 
stung des Chloroforms 30 min in einen Brutschrank bei 37° C eingestellt. Sodann 
wurden 3,0 ml eines 0,79/, Agar enthaltenden Nahragars mit einer Ose einer 24 Std 
bei 22° C gewachsenen P. flworescens-Bouillonkultur beimpft und nach griindlichem 
Mischen als SchichtguB gleichmaBig iiber den Agar ausgebreitet, der die getoteten 
Kulturen enthielt. Nach 24 Std Bebriitung bei 22°C wurden die Hemmhéfe ge- 
messen, deren Durchmesser 2—4 cm betrug und sich auch nach weiterer Bebriitung 


U364 R20 R60 U26 4563 > (Uz2 


U10; R174 UV1b2 R38 U'103 


Mitte Mitte Mitte 
U33 36> Po4 


Abb.1. Wachstumshemmung von P. fluorescens (Stamm U 33) durch P.fluorescens-Stamme und durch 
einen P. putida (Stamm P 64) 


(48 Std) nicht veranderte. Die-Hemmhéfe waren klar und scharf begrenzt (wie in 
Abb. 1), leicht getriibt mit scharfer Begrenzung oder zeigten (selten) einen unschar- 
fen Ubergang der Hemmzone in den bewachsenen Teil des Schichtgusses. Alle 
erkennbaren Hemmwirkungen sind nicht durch Erschépfung der Nahrstoffe 
bedingt, da die Testkeime in dem zum Schichtgu verwendeten Nahragar gut 
wachsen. Auch py-bedingte Hemmwirkungen kénnen ausgeschaltet werden, da der 
Agar nach Bebriitung der aufgeimpften P. flworescens-Stimme nur eine geringe 
Alkalitat aufweist, bei der sich die Testkeime gut vermehrten. 


Ergebnisse 

I. Nur ein Teil (17) der P. flworescens-Stamme zeigte eine wachstums- 
hemmende Wirkung, die niemals gegen den eigenen Stamm gerichtet 
war. Ebenfalls erwies sich nur ein Teil (17) der Stamme als empfindlich 
(Tab.1). Die wachstumshemmende Wirkung war unabhangig von der 
Hamolysinbildung und somit auch unabhingig von der Bildung des von 
GRAF (1958) kristallin dargestellten protostatisch-protoziden Wirk- 
stoffes, da Wirkstoff und Hamolysin identisch sind (KLINGE u. GRAF 1959). 
Kin Zusammenhang zwischen Wachstumshemmung und Fluorescin- 
bildung ist ebenfalls nicht zu erkennen. Wie aus den Ergebnissen der 
Wachstumshemmungsversuche hervorgeht, ist das Spektrum der ein- 
zelnen hemmenden und empfindlichen Stémme klein (Tab. 2). 
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II. Die Tatsache, daB die wachstumshemmenden Substanzen nach 
Diffusion durch den Agar noch weit entfernt von den vorgeimpften und 
abgetéteten Kolonien wirksam sind, spricht fiir deren extracellulares 


Tabelle 1. Gegenseitige Wachstumshenmmug von P. fluorescens 


Bildung von Hemmende Stiéimme Nicht hemmende Staimme 
FI A Taio: die nicht ge- die gehemmt die gehemmt die nicht ge- 

RRS ene amolysi | hemmt werden werden werden hemmt werden 

= + 6 4 1 il 

+ — 1 5 3 2 

et as (0) 1 1 0 

2 We our 0 0 2 0 

; at 7 10 i 3 

Zahl der Stamme os 2 Se pe Re se 

il? 10 


Tabelle 2. Gegenseitige Wachstumshemmung von P. fluorescens 
(+Hemmung; — Keine Hemmung) 


Vorgeimpfte Stamme 


| aaa | 
ven * | | 
Stamme im | 


Schichtgu8 | R 40| $ 66| R 20) U 26| R 17,| R38 
| P 42 
| peed | | 
R17, Se eit PE athe Sire ty A eS aS, 
U 36, —}|—| +} +} +} +) —-)/-}]-/] = -| —| —]| = 
U33 ele ceca ees So eee a ge + | —| — -| — — 
S49 EN eA Sea, ei a Fe PS |i ST, MA 8 eS 
S66 er eee ee ee ls oe ee 
P3 ae at = —_ = = = 3 =e Zk. - = = ai 
P50 seh Set) geal) SS ee el - | — =f) - 
U 10, dei je eee ee eS ee a bh lke 
hgh SLA Ss eee 8 eke ee ee ea ee ee eee 
R6O =| +/+} +/+ ]+]-|- -f —}| —}| —}] — 
U 36, —|—/| +) +/+] 4/—-|-—]}—] +] —-] -| - 
U 36, =} Si) BA —}—};—/]—/}/—-| —-}] - 
P6 | | eS eet me te fe ae ae 
R67 ie : Saye ee ee eee ee 
R17, Pe alec Ne Sia SS ele ede al ee ee 
P2 Se eee esl os 4 |) Na | 
Restliche | | | 
Stamme | —| —/ —| =| — | =} —]|] — 


V gg|testliche 


T 103| (S49) 3 -, 
ica O 1a\8 50| P 3 Stimme 


R17; 


Auftreten; dieses wird auch durch Versuche bestatigt, die mit sterilen 
Kulturfiltraten durchgefithrt wurden. 


Eine 10 Tage bei 22°C bebriitete P. flworescens-Kultur (Stamm 60) wurde 
30 min bei 10000 UpM zentrifugiert und mittels Filtration durch einen Membran- 
filter Nr.2 ,,grob‘‘ (Membranfiltergesellschaft, G6éttingen) keimfrei gemacht. Das 
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Filtrat wurde mit Bouillon verdiinnt; das Volumen betrug 1,0 ml. Die Filtratver- 
diinnungen wurden mit 0,05 ml einer Verdiinnung einer 24 Std bei 22°C gewachsenen 
Kultur der Testbakterien beimpft; die Einsaat betrug 10?—104 Bakterien. Nach 
24 Std Bebriitung bei 22°C wurden die Ergebnisse abgelesen. Als Testbakterien 
dienten Pseudomonas-Stimme, die auf Nahragar von P. fluorescens R60 gehemmt 
wurden: P. fluorescens U33, P. putida P64 und H2. P. fluorescens R60 wurde 
deshalb ausgewahlt, weil er den anionischen protostatisch-protoziden Wirkstoff, 
der unter Umstanden interferieren kénnte, wahrend der gesamten Untersuchungs- 
periode (iiber 1 Jahr) nicht gebildet hat. 


Der Wachstumshemmungsversuch wurde auBerdem mit demselben Filtrat 
durchgefiihrt, das vorher 30 min bei 60° C, 5 min bei 98° C und 20 min bei 120° C 
(Autoklav) erhitzt worden war. 


Tabelle 3. Wachstwmshemmung von P. fluorescens (Stamm U33) durch zellfreies 
Kulturfiltrat von P. fluorescens (Stamm R60) 


(— kein Wachstum; + Spur; + geringes Wachstum; ++ vollstandige Triibung) 


Behandlung Verdiinnung des Kulturfiltrates von P. fluorescens R 60 
Teststamm des 
Filtrates 1:80) 4156 | 1 10 | 1:25 | 1:50 | 1:80 |. 100 | K 
= | | ae ae | + | + ++ 
P. fluorescens} 30 min 60° ane / + ‘ Ey eh 
3s ee gin 98° |= | SAR eis es ie, 
20 min 120° _ + oa | + + | + | + Suet 


Das zellfreie Kulturfiltrat hemmte das Wachstum der 3 Stamme voll- 
standig in einer Verdiinnung von 1:2—1:10. Eine starke Wachstums- 
hemmung lie sich bis zu einer Filtratverdiinnung von 1:25 erkennen, 
wahrend das starke Wachstum der Kontrollen erst bei einer Verdiinnung 
von 1:150—1:200 erreicht wurde. Ein typisches Beispiel ist in Tab.3 
dargestellt. 

Durch die Erhitzung des Kulturfiltrates wird die wachstumshemmende 
Wirkung nur gering erniedrigt; ein vollstandiger Verlust der wachstums- 
hemmenden Aktivitat tritt nicht ein. Das hemmende Prinzip kann daher 
nicht als hitzelabil bezeichnet werden. 

Kine Bakteriophagenwirkung wird bereits durch die Hitzestabilitit 
ausgeschlossen. AuBerdem konnten im Filtrat von P. fluorescens R60 
keine Phagen nachgewiesen werden, die P. fluorescens U33 und die 
beiden P. putida-Stimme aufzulésen vermochten. 

Das AusmaB der W achstumshemmung wird auch durch die’ Zahl der 
eingeimpften Testbakterien bestimmt (Tab.4). , 


Verdiinnungen des Kulturfiltrates von P. fluorescens R60 wurden — wie oben 
beschrieben — hergestellt und bebriitet. Die Beimpfung erfolgte mit 0,05 ml ver- 
schiedener Verdiinnungen einer 24 Std bei 22° C bebriiteten Kultur von P. fluores- 
cens U33. Die Zahl der lebenden Keime wurde im Schichtgu8agar nach 24 Std 
Bebriitung bestimmt. 


i 
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IIT. Konnte aus den bisherigen Versuchen nur auf eine Wachstums- 
hemmung geschlossen werden, so zeigen weitere Versuche, daB das Kul- 
turfiltrat auch bactericid wirkt (Tab.5a). 


Tabelle 4. Von der Keimzahl der Einsaat abhdngige Wachstumshemmung 
(Volumen 1,0 ml) 


Zahl der eingeimpften 
Bakterien von P. flwores- Oe LOS 119 1099 3587 102 Orr Oe toe Os 
cens U 33 

Vollstandige Wachstums- 


hemmung durch Filtrat 1:2 tl 
von P. fluorescens R60 


bo 


1:5 1:10 1:80 


Dazu wurden 20,0 ml des Kulturfiltrates von P. fluorescens R60 nach Erhitzung 
fiir 30 min auf 60° C mit 1,0 ml einer Verdiinnung einer 24 Std bei 22° C bebriiteten 
Bouillonkultur von P. fluorescens U33 versetzt und im Wasserbad von 28° C 
gehalten. Dieser Ansatz enthielt 1,5-10* Bakterien/ml. Zu verschiedenen Zeiten 
wurde 0,5 ml abgenommen und mit Bouillon im Verhaltnis 1:10 verdiinnt. Von 


Tabelle 5a u. b. Abtétung von P. fluorescens U 33 durch das Filtrat von P. fluorescens 
R60 bei 28° C 
a f b 


P. fluorescens U 33 


Lebende Keimeim Ansatz: 
Zahl der Keime - 10?/1,0 ml Kulturfiltrat von 


Zeit 
(Std) Filtrat von Bouillon Zeit P. fluorescens R 60 
P. fluorescens R60 (Kontrolle) (Std) ' oh es 
Bakterien von Stamm 

0,0 1498 1451 u33 | R38 | R60 
0,5 60 1056 
a 0,0 + + 1 
1,0 24 | 618 on ee | ‘ 
5) 208 2 

2,0 4 | 1 fs Ph ine fn 2 
3,0 1 220 yal ie + + 
4,0 0 | 3062 

5,0 0 | 4616 


dieser Verdiinnung wurden 0,1 ml und 0,5 ml mit je 3,0 ml eines 0,7°/, Agar ent- 
haltenden Nahragars gemischt und dann als Schichtgu8 auf Nahragarplatten 
gegossen ; nach 24 Std Bebriitung bei 22° C wurden die Kolonien gezahlt. Die Nach- 
weisgrenze lag mit dieser Methode bei 20 Bakterien/ml Filtrat. — Mit der gleichen 
Methode wurden auch 20,0 ml Bouillon als Kontrolle behandelt. 

Die Bakterien von P. fluorescens U33 werden durch das Filtrat von 
P. fluorescens R60 sehr schnell getdtet. In der Kontrolle (Bouillon) ver- 
mehren sich die Keime gut. Um das Abtétungsspektrum des Filtrates 
zu kontrollieren, wurde der gleiche Versuch unter zusatzlicher Verwen- 
dung weiterer P. flworescens-Staémme qualitativ (Abimpfung mit der Ose) 
wiederholt; dieser Versuch zeigt nur die Totung von P. fluorescens U 33 
(Tab.5b). 
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Besprechung der Ergebnisse 

Die gegenseitige antibiotische Wirkung von P. fluorescens-Stammen 
wurde sowohl auBerhalb von punktformig geimpften Agarkulturen, die 
durch Chloroform getétet waren, als auch mit zellfreien Kulturfiltraten 
nachgewiesen. Hine py-Anderung und auch eine Nahrbodenerschopfung 
kénnen auf Grund der angewendeten Technik als Ursache der Antibiose 
ausgeschaltet werden. Die antibiotische Wirkung mu8 daher auf Sub- 
stanzen beruhen, die von einzelnen P. flworescens-Stammen gebildet und 
in das Nahrmedium abgegeben werden. Da empfindliche Stamme gegen 
einige antibiotischen Staémme resistent, fiir andere aber empfindlich 
waren, miissen unterschiedliche Substanzen als Ursache fiir das ver- 
schiedene Spektrum angenommen werden. 

Eine praktische Bedeutung kann der Antibiose bei der Isolierung von 
P. fluorescens-Stimmen zukommen, wenn diese Staémme aus einem 
Material isoliert werden, das mit mehreren P. flworescens-Stammen 
infiziert ist. Denn infolge einer Antibiose kann das Wachstum einzelner 
P. fluorescens-Stiimme unterdriickt werden, so daB eine notwendige 
Identifizierung von zwei Stammen, die z. B. aus einer Infusionsflissig- 
keit einerseits und aus dem Empfanger andererseits geziichtet wurden, 
schwierig oder unméglich wird. Hierbei ist auch die gegen verschiedene 
grampositive und gramnegative Bakterien sich erstreckende antibiotische 
Aktivitat von P. fluorescens und P. putida zu beriicksichtigen, die durch die 
Arbeiten von Lewis (1929) und Frost (1904) bekannt und von uns mit der 
Methode von KyEms (1955) bestatigt wurde ; jedoch ist auch hier das anti- 
biotische Spektrum der einzelnen P. flworescens-Stémme unterschiedlich. 

Ebenso ist bei der Lysotypie von P. fluorescens die antibiotische Wir- 
kung von Bakterienlysaten zu beriicksichtigen, wenn Phagenkonzentrate 
verwendet werden. 

Sonst ist dieser Antibiose wohl keine andere Bedeutung zuzumessen, 
als sie der antibiotischen Wirkung der Colicine zugesprochen wird. 

Wahrend Fripirice (1948) gezeigt hat, daB die Wirkung der Colicine 
durch proteolytische Keime zerstért wird, haben wir festgestellt, da die 
gegenseitige antibiotische Wirkung von P. fluorescens (proteolytisch) und 
auch von P. putida (nicht proteolytisch) von proteolytischen Keimen 
nicht beeinfluBt wird (Abb. 2). 

In der hier gezeigten Abbildung wurde P. putida P64 als Strichkultur 
auf zwei Nahragarplatten geimpft und nach 48 Std Bebriitung bei 22° C 
mit Chloroform getotet. Nach Entfernung des Chloroforms wurde auf 
einer Platte (rechte Abbildung) im rechten Winkel zu der Strichkultur 
P. fluorescens U 22 strichformig aufgeimpft und ebenfalls 48 Std nach 
Bebriitung bei 22° C mit Chloroform getotet. Nach Entfernung des Chlo- 
roforms wurde ein mit P. fluorescens P50 beimpfter AgarschichtguB 
auf beiden Platten ausgebreitet. Nach 24 Std Bebriitung bei 22° C 
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erscheinen die durch P. putida P64 bedingten Hemmzonen nicht durch 
P. fluorescens U22 eingeengt. Auch nach UbergieBen der Kulturen 
mit einer 1°/, Triphenyltetrazoliumchloridlésung nach der Angabe von 
WaALLHAUSER u. RippEL-BaupEs (1950) blieben die Hemmzonen un- 
verandert, wahrend sich die gewachsenen Kolonien der nicht gehemmten 
Testkeime im Schichtgu8 rot (Formazan) farbten. 

In der Annahme, da8 es sich um eine Antibiose innerhalb der gleichen 
Art handelt, hat Brunner (1957) die Schwierigkeit der Isolierung 
zweier sich hemmender Bakterienspezies aus einer Mischkultur auf- 
gezeigt, als sie die antibakterielle Wirkung des von ihr als ,, P. granulata‘‘ 


Pp putida P6Yy 


P fluorescens U22 


Abb. 2. Die von P. putida P 64 (waagerechter Impfstrich auf beiden Platten) gebildeten wachstums- 

hemmenden Substanzen werden durch P. fluorescens U 22 (senkrechter Impfstrich auf der rechten 

Platte) nicht zerstért. Die Wachstumshemmung des im SchichtguBagar aufgebrachten Stammes 

P. fluorescens P 50 ist im Diffusionsbereich von P. fluorescens U 22 nicht aufgehoben, sondern auf 
beiden Platten gleich 


oder ,, Bacterium Miinchen™ bezeichneten Stammes — ein Keim der nach 
ScHAPERCLAUS (1958) mit P. fluorescens identisch ist — auf P. punctata, 
dem Erreger der infektidsen Bauchwassersucht der Karpfen (ScHAPER- 
CLAUS 1930) nachwies. 

Hier handelt es sich jedoch nicht um eine Antibiose zwischen Bakterien 
der gleichen Art. Wenn der von uns untersuchte P. punctata-Stamm! 
als Reprasentant dieser Spezies gelten darf, ist eine Verwechslung mit 
P. fluorescens unmoglich. Denn P. punctata bildet aus Glucose auch unter 
anaeroben Kulturbedingungen Saéure und gehort deshalb zu den polar 
begeiBelten Fermentierern, die nach HucH u. LErrson (1953) als Genus 
Aeromonas zusammengefaBt werden sollen. Dieser Forderung sind auch 
Breep, Murray u. Smirx (1957) nachgekommen, wie aus den Unter- 
suchungen von Bakterien des Genus Aeromonas durch CasELITZ u. 
Buck (1958) hervorgeht. 


Der von uns untersuchte Stamm stimmt mit den biochemischen Typen, die 
Casetitz u. Buck (1958) beschrieben haben, tiberein: Bildung von Nitrit aus 


1 Herrn Prof. Dr. W. Scudrerciaus, Berlin, sei fiir die Uberlassung dieses 
Stammes freundlichst gedankt. 
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Nitrat, von Indol, von Saure aus Maltose, Lactose (spat und unregelmaBig), Saccha- 
rose (ohne Polysaccharidbildung), Glucose (aerob und anaerob), Arabinose und 
Mannit, aber nicht aus Xylose, Rhamnose, Dulcit und Tnosit. Fehlende Pigment- 
bildung. Positive Methylrotreaktion. Spaltung von Gelatine, aber nicht von Harnstoff. 
Hamolyse von Menschen- und Hammelblut. Koagulierung, Peptonisierung und auch 
Reduktion von Lackmusmilch. Im Gegensatz zu den Befunden von CASELITZ u. 
Buck (1958) fanden wir keine Bildung von Acetylmethylcarbinol. In Erganzung der 
Angaben von CasELitz u. Buok (1958) fanden wir: Bildung von H,S8, von Saure aus 
Trehalose, Mannose, Galaktose, Fructose, Sorbit (spat), Glycerin und Salicin, aber 
nicht aus Adonit. Wachstum auf Ammonium-Glucose, aber nicht auf Ammonium- 
Citrat und in Koser-Citrat. KCN-empfindlich. Eine positive Eigelb-, Oxydase- und 
sehr schwache Katalasereaktion. 

Beim Vergleich der beiden Spezies, die verschiedenen Genera angeh6- 
ren, unterscheidet sich P. punctata (jetzt A. punctata) von P. fluorescens 
durch folgendes: Fehlen von oxydativem Kohlenhydratabbau. Bildung 
von Indol und H,S8. Saurebildung aus Saccharose ohne Polysaccharid- 
bildung, Maltose, Lactose (spat) und Salicin. Keine Saurebildung aus 
Xylose. Positive Methylrotreaktion. KCN -Empfindlichkeit. Kein Wach- 
stum auf Ammonium-Citrat und in Koser-Citrat. Fehlende Pigmentbil- 
dung. Vollstindige Koagulierung, Reduktion und Peptonisierung der 
Lackmusmilch. 

Auf Grund dieser Unterschiede in den biochemischen Leistungen 
handelt es sich bei P. fluorescens und A. punctata um zwei verschiedene 
Spezies, die verschiedenen Genera angehéren, und bei deren Antibiose 
um eine zwischen Bakterien verschiedener Genera. 


Zusammenfassung 

Es wird die antibiotische Wirkung von P. fluorescens-Stammen 
untereinander beschrieben. Nur ein Teil der P. flworescens-Stamme 
pildet ein wachstumshemmendes Prinzip, und nur ein Teil der P. flwores- 
cens-Stimme ist dagegen empfindlich. Die gegenseitige Wachstums- 
hemmung von P. fluorescens-Stimmen wird in der Versuchsanordnung 
von Kyrms nachgewiesen. Das auf P. fluorescens wirkende Prinzip 
kann durch Filtration von den Bakterien getrennt werden, ist im Kultur- 
filtrat hitzestabil und wirkt totend. Es besteht keine Beziehung zwischen 
der Bildung des wachstumshemmenden Prinzips und der Bildung von 
Fluorescin sowie des von GRAF isolierten himolytischen protostatisch- 
protoziden Wirkstoffes. 

Auf die Differenzierung von Pseudomonas fluorescens und Aeromonas 
punctata (frither Pseudomonas punctata) wird hingewiesen. 
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des anoxygenen Energiepotentials in Garungszellen 
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F. WINDISCH und W. NORDHEIM 


Mit 2 Textabbildungen 


(Hingegangen am 11. April 1959) 


In vorangehenden Untersuchungen konnten WrnpIscH, NORDHEIM u. 
Heumann (1957a), von drei gaérungsphysiologisch verschiedenartigen 
Zellkategorien ausgehend, den Nachweis fiihren, daB nach P-Hunger- 
ziichtung und darauffolgender anaerober P-Regenerierung in der ersten 
Gruppe (stark bis mittelstark gérender Zelltyp) ein stark bis mittelstark 
ausgepragter Effekt (M-T-Farbung) der anaeroben P-Transferierung 
iiber die Zellmembran eintritt, der in der zweiten Gruppe (mafig bis 
schwach garender Zelltyp) auf maBig bis schwach absinkt, wahrend in 
der dritten Gruppe (nicht garender Zelltyp) — trotz des gesteigerten 
Phosphatbediirfnisses im P-Mangelzustand — tberhaupt keine P- 
Aufnahme erfolgt. Als gesetzmaBiges Reaktionsprinzip leitet sich hieraus 
ab, daB die Intensitat der anaeroben P-Regenerierung nach P-Hunger- 
ziichtung vom Grad des nativen Spaltungsvermégens der Garungszellen 
abhangig ist, welches seinerseits wiederum einen Mafstab fiir die Aktivier- 
barkeit des anoxygenen Energiepotentials bildet. 

Daf es jedoch nicht die Garung ist, welche die Energie fiir die 
phosphorylierende P-Transferierung unter anoxybiotischen Bedingungen 
liefert, konnte durch Versuche auf anabiotischer Grundlage von uns 
nachgewiesen werden (WrNpiscH u. NorpHEtM 1957b). Bei diesen 
zeigte es sich, dab mit Kintritt der ,,anoxygenen Cytostase“, wahrend 
deren Persistenz die Girung unabgeschwacht weiter ablauft (WINDISCH, 
HeuMAnn u. Gosticn 1955a), kein Phosphat vom umgebenden P- 
haltigen Medium in die Zellen zu permeieren vermag, auch dann nicht, 
wenn ihr Phosphatbediirfnis durch P-Hungerziichtung stimuliert ist. 
Aerob dagegen tibersattigen sie sich bei Vornahme der P-Regenerierung 
mit Phosphat, so da im Plasma, ehe Proliferation einsetzt, phosphatische 
Uberkompensation feststellbar ist (WiNDIScH u. Mitarb. 1955b, 1957c). 
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Die Garung besitzt sonach noch nicht einmal die Fahigkeit, einen Vor- 
gang wie die phosphorylierende P-Permeation, die zu den einfachen 
endergonischen Zellreaktionen zu rechnen ist, mit Energie zu speisen. 
Auf Grund langjaihriger Untersuchungen von uns (WrnpIscH u. Mitarb. 
1932, 1953a, 1958a, 1958b, 1958c) muB die Spaltkraft als biosynthetisch 
insuffizient angesehen werden. Erst bei ausreichend langer Inkubation 
mit Sauerstoff gewinnen die Garungsanabionten ihre anoxygene Energie- 
potenz zurtick und sind dann auch wieder wie vordem dazu imstande, 
anaerob Phosphat in sich aufzunehmen und sich damit, bei P-Mangel 
des Plasmas, regenerativ zu tibersattigen (WINDISCH u. NoRDHEIM 1957b). 

Aus dem asynthetischen Verhalten der anabiotischen Garungszellen 
geht klar ersichtlich hervor, daB sie ihre endergonische Wirksamkeit im 
Verlauf fortgesetzter anaerober Passagenztichtung einbtiBen. Umgekehrt 
gelingt es aber ebenso, wie bereits erwahnt, sie energetisch vollstandig zu 
reaktivieren, wenn ihnen in hinreichendem Mafe Sauerstoff zugeftihrt 
wird. Sie lassen sich also, gleichsam wie ein Akkumulator, energetisch 
entladen und auch wieder aufladen, wobei die Wirkungsrichtung vom 
O,-Partialdruck abhangig ist, der im Ziichtungsmedium vorherrscht. Mit 
der von uns ausgearbeiteten histochemischen M-T-(Methylenblau- 
Trypaflavin-)Methode (WINDISCH u. STIERAND sowie HAEHN, 1953b), 
die dem spezifischen Nachweis der Zellphosphate dient, verfiigen wir 
zugleich tiber eine geeignete Testméglichkeit, um die energetische Ent- 
und Aufladung der Garungszelle, in Wechselwirkung von Anoxy- und 
Oxybiose, phasenmaBig zu erfassen. Bei entsprechender Versuchs- 
gestaltung ergeben sich cytochromatisch gestufte Entwicklungsreihen, 
die jeweils in Richtung der ab- und zunehmenden protoplasmatischen 
, Hnergieladung*‘ verlaufen. Hieriiber bringen wir nahere Einzelheiten 
und Belege im folgenden experimentellen Teil. 


Methodik 


Anzucht der P-verarmten anabiotischen Gérungszellen 


Als biologisches Testobjekt fiir die vorgesehenen Untersuchungen verwendeten 
wir die untergirige Hefe Saccharomyces carlsbergensis Rasse U, die von uns aus dem 
Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin, bezogen worden war. Sie wurde zunachst tiber 
einige Passagen in 11°/,iger Malzwiirze hergefiihrt und darauffolgend der P- 
Hungerziichtung unterworfen. Als Substrat diente eine synthetische Nahrlésung, 
deren Zusammensetzung bereits bei friiherer Gelegenheit angegeben wurde (WIN- 
piscH, HerFurt u. RUBLE 1955c). Das P-Minimum, das sich auf diese Weise in der 
Zellmasse nach mehrmaliger P-armer Kultivierung einstellte, betrug etwa 3 mg/g 
Hefe-Trs. 

Die Diminutionsziichtung der P-verarmten Garungszellen, die unter gleichen 
Substratbedingungen erfolgte, wie oben dargelegt, wurde in einer speziellen 
Anoxybiose-Apparatur vorgenommen (WrNpDIscH, Harun u. Heumann 1953a). 
Das jeweils als Testmaterial bendtigte Zellgut wurde in allen Fallen zunachst 
separiert, anschlieBend auf der Zentrifuge gewaschen und dann angesetzt. 
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Experimentelle Kultivierungsweisen und P-regenerierende 
Mapnahmen 

Um den Phasenablauf der energetischen Ent- und Aufladung, die sich 
in den Garungszellen unter anoxy- und oxygenem EinfluB vollzieht, 
cytochromatisch zu demonstrieren, wurden a) nach jeder Passage der 
P-armen Diminutionsziichtung, b) nach zeitlich differenzierter Beliiftung 
der anabiotischen P-Hungerzellen anaerobe P-Regenerierungen und 
M-T-Testungen vorgenommen (WINDISCH u. STIERAND sowie HAHN 
1953b), mit der Zielsetzung, den Wirkungsgrad der anaeroben Phosphat- 
aufnahme iiber die Zellmembran in den einzelnen generativen Stadien 
chromoanalytisch zu fixieren. 

In jeder Versuchsgruppe liefen immer mehrere Diminutionszichtungen 
der gleichen Art parallel, so daB stets einige Kulturkélbchen je Passage 
fiir die Vornahme der P-Regenerierungsteste abgezweigt werden konnten. 
Hine unerlaBliche MaBnahme stellte hierbei das sauerstofffreie Separieren 
dar, weil unbedingt jeglicher Einflu8 der Luft bei der Gewimnung des 
Zellgutes und seiner weiteren P-regenerierenden Behandlung ausgeschal- 
tet bleiben muBte. Ein eigens fiir diesen Zweck von uns konstruiertes 
Zentrifugenglas erfiillt in praziser Weise die Bedingung vollstandiger 
Anoxie, wie die galvanometrische O,-Spurenpriifung ergeben hat 
(WinpiscH u. Mitarb. 1953d); die Handhabung des Schaltsystems ist 
aus einer an anderer Stelle gebrachten bildlichen Darstellung mit ent- 
sprechenden Erléuterungen zu ersehen (WrnpDiIscH, NORDHEIM u. HEv- 
MANN 1956). 

Im ersten Verfahrensgang verfolgten wir die energetische Entladung 
der Zellen von Passage zu Passage. Wir gingen dabei im einzelnen so vor, 
daB wir in der vorerwihnten Anoxybiose-Apparatur eines der Spezial- 
kulturgefaBe, welches das P-verarmte anabiotische Impfgut enthielt, 
mit einem zweiten aneinanderkoppelten, in welchem sich das Regene- 
rierungssubstrat (11°/,ige Malzwiirze) befand. Alsdann wurde durch 
Kinleiten von Reinststickstoff das letztere GefiB und der zwischen den 
beiden GefaBen liegende Verbindungsweg sauerstofffrei gegast (galvano- 
metrischer O,-Spurennachweis!). Hiernach konnten die anabiotischen 
Testzellen mittels N,-Gases in die vorgelegte P-haltige Nahrlésung 
tbergedriickt werden. Die Regenerierungsdauer bemafen wir nach ent- 
sprechenden Vorversuchen tibereinstimmend auf 4 Std. Darauf wurde 
wieder anaerob separiert und anschlieBend das Hefesediment noch zwei- 
mal mit O,-freier physiol. NaCl-Lésung auf der Zentrifuge nachgewaschen. 
Nunmehr konnte der histochemische Test nebst chemischer Kontrolle 
ausgefiihrt werden. 

Der entgegengesetzte Vorgang, die energetische Aufladung der Zellen, 
lieB sich ebenfalls in eine Entwicklungsreihe bringen, indem wir das P- 
verarmte anabiotische Zellmaterial, das wir bei geringer Aussaat in 
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P-armer synthetischer Nahrlésung suspendierten, einer zeitlich differen- 
zierten Beliiftung unterzogen. Nach Ablauf jeder einzelnen aeroben Phase 
wurde unverziiglich wieder desoxygenisiert, bis keine Spur von Sauerstoff 
mehr im Reaktionsmedium nachweisbar war (galvanometrischer O,- 
Test). Darauf schlo8 sich eine 8tagige Generierungsperiode im P-armen 
Medium an. Das vermehrte Zellgut wurde hiernach durch Separieren 
geerntet und anschlieBend, wie vorher schon gehandhabt, einer 4stiindigen 
P-Regenerierung in Malzwiirze ausgesetzt. Dann konnten die M-T- 
Farbungen und die chemischen P-Bestimmungen vorgenommen werden. 


Analysenmethodik 


Die cytochemischen Untersuchungen erfolgten unter Anwendung des oben er- 
wahnten M-T-Verfahrens, dessen Ausfiihrungsform mit allen speziellen Hand- 
habungen in einer friiheren Arbeit genau beschrieben ist (WINDIScH u. NoRDHEIM, 
1957 b). Nachstehendes Bewertungsschema ist dabei zugrunde gelegt: 

x) Anzahl der Zellen mit gefairbten Granula: Angabe in Prozent; 

6) Umfang der Farbung: A = gering, B = mittel, C = stark; 

y) Intensitat der Farbung: a = schwach, b = mittel, c = stark, d = sehr stark. 
Sind Umfang bzw. Intensitat unterschiedlich, so ist ,,von.. bis‘‘ gesetzt, z.B. 
A/C oder b/c. i 

Zur Kontrolle und Sicherung der histochemischen Werte wurden Phosphor- 
analysen nach der colorimetrischen Methode von ARRHENTUS (B. LANGE 1952) 
angefertigt. ‘ 

Die Bestimmung der Gérungsintensitat (Q0 ¢,) des verschiedenartigen Zell- 
materials wurde gravimetrisch auf makromethodischem Wege (WrnpiscH 1952, 
1953c) ermittelt. Bei Untersuchung der Anabiosehefen und ihrer differenten O,- 
Regenerate erwies es sich als notwendig und zweckmafig, die KultivierungsgefaBe 
direkt an die Makroapparatur anzuschlieBen. Gemessen wurde in Citratpuffer- 
Zuckerlésung, die in folgender Zusammensetzung angewendet wurde: 

a) Citratpuffer: Losung 1: 21,008 g Citronensiure-Monohydrat + 200ml n/NaOH 
mit aqua dest. ad 11; Lésung 2: n/10NaOH; Puffergemisch: 76,3 Teile Lésung 1, 
23,7 Teile Lésung 2. — b) Dextropur: 100 g/1] Puffergemisch. 

Der Vermehrungsgrad wurde durch direkte Auszihlung der Zellen unter. Ver- 
wendung der Zeiss-Thomaschen Zaihlkammer festgestellt. 

Zur cytochromatischen Veranschaulichung der Entwicklungsreihen, die sich 
beim sukzessiven Ablauf der energetischen Ent- und Aufladung der Garungszellen 
ergeben, wurden in den einzelnen charakteristischen Versuchsstadien Mikrobilder 
angefertigt, deren Verdffentlichung hier als SchwarzweiBreproduktion (Vergr. 
550:1) von Originalfarbaufnahmen erfolgt. Die M-T-behandelten Praparate zeigen 
im farbigen Original, bei eingetretener P-Regenerierung, griine bis sattgriine 
Tinktionsstellen in Form von Punkten und Flecken (Lokalisierung der Zellphosphate), 
die sich im SchwarzweiBdruck als dunkle Kontraste markant abheben. 


Versuchsergebnisse 
Die verwendete Versuchshefe (Sacch. carlsberg. Rasse U) sei zunachst in 
ihren verschiedenen physiologischen Stadien durch einige vergleichende 
Analysendaten charakterisiert. Aus Tab.1 ist zu ersehen, daB die zum 
Ansatz gebrachten P-verarmten Gdarungszellen tiber eine starke 


anoxysynthetische Potenz (anoxygenes Energiepotential) verfiigen. 
28% 
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Tabelle 1. Vergleichende Analysendaten von Saccharomyces carlsbergensis Rasse U in 
verschiedenen Versuchsstadien 


Vermehrungsquote 


M-T-Fiarbung* 


Sacch. carlsberg. (halb-anaerobe 
__ Rasse U, Ziichtung) 
in Form von B Zellenzahl/mm* 
dd 
Normalhefe ....... 21,0 65 | A/B a 269 etwa 50500 
P-Mangelhefe ..... 3,3 0 (—) | (-) 88 etwa 23000 
P-Mangelhefe nach 
4stindiger anaero- 
ber P-Regenerierung| 40,5 98 B/C © 245 etwa 51000 


1 Methylenblau-Trypaflavin-Farbung. 


In den folgenden Tab.2 u. 3 sind die experimentellen Befunde zu- 
sammengefaBt, die sich einerseits bei Diminutionsziichtung der P- 
veramten Garungszellen von Passage zu Passage ergeben haben (Tab. 2) 
und andererseits bei zeitlich differenzierter Beliiftung der P-verarmten 
Anabiosehefe zu verzeichnen waren (Tab. 3). 


Tabelle 2. Sukzessive Diminution des anoxygenen Energiepotentials von P-verarmten 
Garungszellen (Sacch. carlsberg. Rasse U) durch anaerobe Passagenziichtung 


Nach 4stiindiger anaerober P-Regenerierung 
der diminuierend geziichteten P-verarmten 


Fortlaufende Anaerobe Vermehrung Girungszellen 
anaerobe 
Paasaaew Zellenzahl/mm* mg P/g M-T-Reaktion 
Qns Hefe- 
Trs. om B v 
0. Passage von 800 auf 23000 245 40,5 98 B/C c 
(Aus- 
gangshefe) 
1. Passage ,, 1000 ,, 20000 230 32,5 90 B b/e 
2. Passage , 1500 ,, 17500 220 27,2 90 Al BY bic 
3. Passage 5 1000 R= L000 200 27,1 90 A/B | b/e 
4, Passage » 800 ,, 16200 190 25,0 75 A/B | bj/e 
5. Passage ,, 1000 ,, 12700 185 23,2 55 A/B | b 
6. Passage ee S00) ee OOOO 170 20,7 50 A/B | a/b 
7. Passage spe MUD con LEW, 160 17,8 30 A/B | a/b 
8. Passage 5 OO. gy aloe 150 13,2 20 A a/b 
9. Passage » 600 ,, 4800 135 10,0 15 A a/b 
10. Passage 4 OO ay 6 CHAD 120 6,5 10 A a 
11. Passage oe YOO Apt hist We: 100 5,2 D A a 
12. Passage 3 S00 5, L000 90 4,0 0 (—) | (-) 
13. Passage a OD Gye eh0D 90 3,3 0 (—) | (—) 
14. Passage 5 EO OD 95 3,3 0 (—) | (-) 
(Ana- 
biose) 


Bei Aufeinanderfolge der anaeroben Passagen (Tab.2) vermindert sich 
sukzessiv — parallellaufend mit dem Riickgang der Vermehrungsquote — 
das energetische Vermdégen der Zelle, anaerob Phosphat von aufen tiber 
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die Membran in sich aufzunehmen, was sowohl cytochromatisch als auch 
chemisch tibereinstimmend nachgewiesen werden konnte. Bei Eintritt 
der anoxygenen Cytostase kommt der anaerobe Phosphatwechsel voll- 
standig zum Stillstand, obwohl die Garkraft der P-verarmten Zellen 
anabiotisch (Q*:, = 95) innerhalb der Fehlergrenze die gleiche ist wie 
bei normaler aerober Ziichtung (QX:, = 88). 


Tabelle 3. Sukzessive Restitution des anoxygenen Energiepotentials von P-verarmten ana- 
biotischen Gdrungszellen (Sacch. carlsberg. Rasse U) durch zeitlich gestaffelte Beliiftung 


Nach 4sttindiger anaerober P-Regenerierung 
der differenziert beliifteten anabiotischen 


ee tee Anaerobe Vermehrung Gdirungszellen 
Stunden ENS i: mg P/g M-T-Reaktion 
Qos Hefe- 
Trs, m B | Y 
0 von 500 auf 500 95 3,3 0 (—) (—) 
1 » 500 ,, 4800 nibs; 11,6 20 A/B | a 
4 a DUO. G00, 150 iat 35 A/B | a/b 
5 rae DOU tes ll 700 ie 24,9 60 A/B | b 
6 » 000 ,, 12500 200 30,0 70 A/B | b 
8 » 000 ,, 17600 235 36,2 85 B/C b/c 
if OO meshes 7 00, 250 48,7 90 B/C b/e 
12 » 900° ,,- 238500 255 49,2 100 C d 
iss » 900 ,, 238300 250 49,0 100 C d 


Werden die P-verarmten Anabiosezellen, die vollkommen inaktiviert 
sind, zeitlich differenziert beliiftet (Tab.3), so laden sie sich — in Ab- 
hangigkeit von der O,-Einwirkungsdauer — energetisch nach und nach 
wieder auf. Im regenerierten Zustand, nach 12- bzw. 15stiindiger 
Beliiftungszeit, haben sie ihre urspriingliche Vermehrungsfahigkeit und 
Garkraft zuriickerlangt (vgl. mit Tab.1); sie zeigen sogar ein etwas er- 
hohtes P-Aufnahmevermégen (etwa 49 mg P/g Hefe-Trs.) gegentiber der 
P-verarmten Ausgangshefe (etwa 40 mg P/g Hefe-Trs.). Die in Tab.2 
abfallenden und in Tab.3 ansteigenden Q{3,-Werte sind auf den 
unterschiedlichen Phosphatgehalt der Zellen im jeweiligen Versuchs- 
stadium zuriickzufiihren; denn es tritt, wie in anderem Zusammenhang 
festgestellt (WinpIscH, HINKELMANN u. STIERAND 1957c), nach P- 
Mangelziichtung ein Abfall der Gaérungs- und Atmungsintensitat ein, der 
bei darauffolgender P-Regenerierung potentiell wieder ausgeglichen 
wird. Das konvergente Verhalten von Garung und Atmung — beiderseits 
Absinken bei Phosphatmangel und beiderseits Ansteigen bei Phosphat- 
sittigung — widerspricht der Theorie von LyNEN (1941) sowie von 
JoHNSON (1941) iiber das Zustandekommen des Pasteur-Effektes; 
wir gehen in einer gesonderten Arbeit (WrvpIscH, NorpHEm™ u. Hxv- 
MANN 1959) noch niher darauf ein. 
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In der graphischen Darstellung (Abb. 1) sind Diminution und 
Restitution des anoxygenen Energiepotentials gegeniibergestellt. Die 
der Zelle jeweils verfiigbare Energie findet ihre relative Wertung in den 
anaeroben Proliferationsquoten (Kurve o o) und, parallel dazu, in 
den anaerob aufgenommenen P-Mengen (Kurve -——-+). Abfall und 
Anstieg der beiden Synthesekurven entsprechen der energetischen Ent- 
und Aufladung des Zellplasmas und geben demzufolge AufschluB tber die 
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Abb.1. Konversionsprinzip der energetischen Ent- und Aufladung von Girungszellen 


potentiellen Verhaltnisse in jedem Reaktionsstadium. Aus dem Zu- 
sammenlaufen der Kurven im Anabiosepunkt wird der korrelative 
Schaltmechanismus erkennbar, der bei der anoxygenen KEnergieversor- 
gung der Zelle regulativ fungiert. 

Am anschaulichsten lassen sich Absinken und Wiederansteigen des 
anoxygenen Knergiepotentials in den Garungszellen auf cytochromatische 
Weise (M-T-Reaktion) demonstrieren. Deshalb bringen wir anschlieBend 
zwei Reihen von Mikrobildern, in denen das Konversionsprinzip der 
energetischen Ent- und Aufladung elementar verstindlich zur Geltung 
kommt. Abb.2, a—e geht von aerob gewachsenen P-Hungerzellen aus, 
die ttberkompensierend P-regenerierungsfahig sind (a). Aus den Abbildun- 
gen b—e, die nach der zweiten (b), fiinften (c), siebenten (d) und elften 
(ec) anaeroben Passage angefertigt sind, ist histochemisch zu entnehmen, 
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Abb.2. Aigtochswiaché Darstellung der energetischen Ent- und Aufladung von Girungszellen 
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da& mit jeder folgenden O,-freien Umkultivierung die endergonisch 
gebundene Fahigkeit der P-Regenerierung immer mehr absinkt, bis nach 
der zw6lften Diminutionsperiode Anabiose (negative M-T-Reaktion) 
eintritt. Abb.2, f—k fihrt die umgekehrte Phasenfolge vor Augen. Von 
P-verarmten Anabiosezellen ausgehend, die anaerob nicht P-regenerie- 
rungsfahig sind (f), zeigt sich nach 5 Std Beliiftung und 4stiindiger 
anaerober P-Regenerierung (g) ein verhaltnismaig schwacher M-T-Effekt, 
der nach 8 Std (h) schon deutlicher zutage tritt, nach 10 Std (i) kraftig 
ausgepragt ist und nach 12 Std (k) iiberkompensierendes AusmaB an- 
nimmt. Mit Ausdehnung der Aerationsphasen nahern sich die P-verarm- 
ten Anabiosezellen immer mehr der aerob unter P-Mangel geztichteten 
Ausgangshefe, bis sie deren Eigenschaften vollstandig zuruckgewonnen 
haben. 
Zusammenfassung 


Im Gegensatz zu den obligaten Aerobiern, die sich beim Fehlen von 
Sauerstoff vollig asynthetisch verhalten, sofern sie nicht absterben, sind 
die aeroben Zuckerspalter, zu denen u.a. die Hefe- und Krebszellen 
gehoéren, nativ dazu befahigt, anoxysynthetische Reaktionen zu voll- 
fiihren, z.B. ohne Anwesenheit von Sauerstoff zu proliferieren oder 
Phosphat von au8en iiber die Zellmembran ins Plasma zu transferieren. 
Diese Potenz besteht jedoch nachweislich nur so lange, wie die Zellen 
iiber cin anoxygenes Energiepotential verfigen. Wird dieses durch 
Diminutionsziichtung (anaerobe Passagenfolge) allmahlich erschopft, so 
tritt im Endeffekt Anabiose ein, in der alle biosynthetischen Funktionen 
ruhen. Umgekehrt la8t sich durch Zufiithrung von Sauerstoff das an- 
oxygene Energiepotential nach und nach vollstandig regenerieren, so 
daB8 alsdann wieder anoxysynthetische Zellreaktionen mit gleicher 
Intensitit wie vordem ablaufen kénnen. Im Wechselspiel von ergonischer 
In- und Reaktivierung, dessen Regulierung durch Diminutionsziichtung 
baw. O,-Kinwirkung experimentell dirigierbar ist, gibt sich zugleich das 
oxydoreduktive Reaktionsprinzip zu erkennen. Dementsprechend ist in 
vorliegender Arbeit der sukzessive Ablauf der energetischen Ent- und 
Aufladung von Giirungszellen generativ und chromoanalytisch demon- 
striert worden. 
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